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RESUMO

A elucidacdo dos mecanismos moleculares envolvidos na fisiopatologia e
tratamento das doencas hematoldgicas, bem como no entendimento do perfil de expressao
génica das linhagens celulares leucémicas, tem sido objeto de numerosas investigacdes.
Com o uso da técnica SSH (Subtractive Supression Hybridization ou Biblioteca Subtrativa
Supressiva) foi possivel identificar importantes genes que se encontram diferencialmente
expressos em granuldcitos de pacientes com Leucemia Mieldide Cronica e individuos
controle. Foram encontrados 39 genes superexpressos € 173 com expressao diminuida em
células de LMC. Ao relacionar esses genes com vias metabdlicas que estdo reguladas
positiva (expressdo aumentada) ou negativamente (expressdo diminuida) nessa doenca,
verificou-se que a maioria dos genes estavam relacionados com a regulagdo de NF-kB,
AKT, o Interferon e a IL-4 em células de controle. Entre os genes superexpressos
encontrados na LMC, foi observado o SEPT5, RUNXI, MIERI, KPNA6 e FLT3, enquanto
PAN3, TOBI e ITCH estavam com expressao diminuida nessa doenca em comparagdo com
individuos controle. O TOBI se mostrou promissor, uma vez que € um gene Supressor
tumoral, pode estar envolvido na proliferacdo de células leucémicas e interage com varios
outros genes encontrados neste estudo. Assim, devido a grande heterogeneidade de funcdes
relacionadas com a expressdo desse gene, foi investigada a relacio entre a expressdo de
mRNA e as respostas aos ITK’s na LMC. A avaliacdo foi realizada por PCR em tempo real
em doentes com CCgR, PCgR, MINCgR e NOCgR apés tratamento com TKI’s e os
resultados foram comparados com a expressdo em granuldcitos de individuos controle,
observando que os pacientes NOCgR t€m uma expressdo de TOBI! significativamente
inferior em comparacdo com doadores sauddveis e pacientes que alcancaram RCgC. Ao
comparar pacientes ndo resistentes e resistentes a diferenca foi significativa. Esses
resultados sugerem que a expressdo diminuida de TOBI em pacientes NOCgR pode ser
indicativo de desregulacdo da apoptose e de vias de sinalizacdo importantes nessa doenca
incluindo a via da AKT, conduzindo assim a resisténcia a ITK’s nesses pacientes. Outro
objetivo deste trabalho foi caracterizar a fun¢do dos genes TOBI e SEPT5 nos processos
celulares e vias de sinalizacdo de apoptose, proliferacdo, migracdo e ciclo celular em

linhagens celulares leucémicas. Ao realizar o silenciamento desses genes (utilizando
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particulas lentivirais) notou-se que o silenciamento de 7OBI, como ja descrito na literatura
em outras doencas, interfere na proliferacdao celular, clonogenicidade, apoptose, ciclo
celular e expressdo de proteinas importantes da cascata de sinaliza¢do, o que salienta sua
importancia em células BCR-ABL positivas. J4 o gene SEPT5 ao ser silenciado leva a
algumas alteracdes como a apoptose e ciclo celular. Nesse contexto, o silenciamento destes
genes chama atencdo para as possibilidades de controle da proliferacdo celular, apoptose,
ciclo celular e clonogenicidade em células BCR-ABL positivas. Foi realizada a avalia¢do da
expressdo desses genes em células de sangue periférico e medula dssea de pacientes com
LMC e individuos controles, linhagens celulares de cancer humano e linhagens de murino.
Os resultados mostraram um aumento significativo na expressao do gene SEPTS5 em todos
os tipos celulares analisados em pacientes com LMC. O mesmo padrdo foi observado em
células de murino que possuem a mutacdo T315I e em células humanas que possuem a
translocacdo t(9;22) e estdo relacionadas com a fase blastica da doenca [K562, KU812,
NALM]. Quando avaliada a expressao do gene TOB/I nota-se diminui¢do em todos os tipos

T3151 ) .
331 Também foi observada

celulares analisados em pacientes com LMC e em células BaF
uma baixa expressao em células com a t(9;22) e estdo relacionadas com a fase blastica da
doenca[K562, KU812, NALM] quando comparadas a expressdo em medula dssea controle.
Outro resultado interessante foi obtido a partir da anélise de adesdo celular em granuldcitos
de pacientes com LMC e controles, evidenciando a diminui¢do da adesdo em granuldcitos
de pacientes com LMC em relacdo aos de controles, levando a hipdtese de que essa
alteracdo nas propriedades adesivas dos granuldcitos em pacientes com LMC pode estar
diretamente ligada a liberacao de células jovens pela matriz da medula 6ssea. A criagdo de
estratégias que levam ao melhor entendimento da fisiopatologia da doenca e avanco no
tratamento da LMC deve ser focada em varios genes alvos e ndo apenas no BCR-ABL, pois
no desenvolvimento da LMC ha a ativacdo e desativacdo de varias vias de sinalizacdo
celular. Os resultados deste estudo podem ajudar na melhor compreensao dessas vias e

também para identificar outros genes e vias tteis para a melhora no manejo terapéutico e

criacdo de novas drogas para o tratamento dessa doencga.

Xvii



Xviil



ABSTRACT

The elucidation of the molecular mechanisms involved in the pathophysiology and
treatment of blood disorders, as well as the understanding of genes expression profiling of leukemia
cell lines has been the focus of numerous investigations. The use of the SSH (Suppression
Subtractive Hybridization Library or Suppression Subtractive) technique made available the
identification of important genes which are differentially expressed in granulocytes from patients
with chronic myeloid leukemia (CML) and healthy controls. 39 genes overexpressed were found,
and 173 with decreased expression in CML cells. When correlating these genes with metabolic
pathways that are regulated positively (increased expression) or negatively (decreased expression)
in this disease, it was found that most of the genes were related to the regulation of NF-kB, AKT,
Interferon and IL-4 in control cells. The following genes were found overexpressed in CML:
SEPTS5, RUNXI, MIERI, KPNA6 and FLT3, while PAN3, TOBI and ITCH were found with
decreased expression in this disease compared with controls. The TOBI gene showed promising
since it is a tumor suppressor, may be involved in the proliferation of leukaemic cells and interacts
with several others genes found in this study. Thus, due to the great heterogeneity of functions
related to this gene, was investigated the relationship between mRNA expression and TKI's
responses. The evaluation was performed by real time PCR in patients with CCgR, PCgR, MINCgR
and NOCgR after treatment with TKI and healthy controls. Was observed that patients that have
NOCgR, the TOBI expression is significantly lower compared with healthy donors and patients
who achieved CCgR. When comparing non-resistant and resistant patients the difference also was
significant. These results suggest that reduced expression of TOB1 in NOCgR patients may indicate
apoptosis deregulation and changes in important signaling pathways of CML including the Akt
pathway, thereby leading to TKI's resistance of these patients. Another aim of this work was to
characterize the function of TOBI and SEPTS5 in cellular processes and signaling pathways of
apoptosis, proliferation, migration and cell cycle in leukemic cell lines. After the silencing of these
genes (using lentiviral particles), was noted that the silencing TOBI — as described in the literature
for other diseases — interferes in cell proliferation, clonogenicity, apoptosis, cell cycle and in
expression of important proteins at signaling cascade, which emphasizes its importance in BCR-
ABL positive cells. The SEPTS5 silencing leads to some changes such as apoptosis and cell cycle. In
this context, the silencing of these genes leads to attention of possibilities of control of cell
proliferation, apoptosis, cell cycle and cell clonogenicity in BCR-ABL positive cells. Was assessed
the expression of these genes in cells from peripheral blood and bone marrow of CML patients and

controls, as well in human and murine cell lines. Results showed a significant increase in SEPTS
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gene expression in patients with CML in all cell types evaluated. The same profile was observed in

murine cells BAF3™!!

crisis [K562, KU812, NALM]. When measuring expression of TOB1, was noted decrease in all cell

and in human cells having the translocation t (9; 22) been related to blast

types studied in CML patients and cells BaF3™"". Another interesting result was obtained from the
analysis of cell adhesion at granulocytes in CML patients and controls which showed decreased
adhesion of granulocytes in CML patients compared to controls, leading to the hypothesis that the
change in adhesive properties at CML can be directly linked to the release of young cells by bone
marrow. The creation of strategies that lead to better understanding of the pathophysiology of the
disease and advance in the treatment of CML should be focused on several target genes and not
only in BCR-ABL, since in the development of CML there is an activation and deactivation of
multiple signaling pathways . The results of this study may help to better understand these pathways
and also to identify other genes and pathways useful for improving the management and

development of new therapeutic drugs to treat this disease.
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A Leucemia Mieléide Cronica

A leucemia mieldide cronica (LMC) é uma doenca mieloproliferativa na qual ocorre
uma expansdo clonal da célula progenitora hematopoética, desenvolvendo um quadro de
hiperplasia mieldide, leucocitose, neutrofilia, basofilia e esplenomegalia. A principal
caracteristica € a presenga do cromossomo Philadelphia (Ph) positivo (Brauer, Werth et al.
2007; Polampalli, Choughule et al. 2008).

O cromossomo Philadelphia foi descoberto em 1960 por Peter Nowell e David
Hungerford, que notaram uma anormalidade no pequeno grupo G do cromossomo
(Deininger 2008; Druker 2008; Jamieson 2008). Janet Rowley foi quem reconheceu, em
1973, que o cromossomo Ph era produto de uma translocacdo reciproca entre os
cromossomos 9 e 22, nas regides do braco longo (q34;q11.2), respectivamente (Polampalli,
Choughule et al. 2008; Valencia, Cervera et al. 2009). Em 1984, identificou-se que o
cromossomo Ph é formado a partir da transposicdo da sequéncia 3’ do oncogene ABLI1
(Abelson murine leukemia viral) no cromossomo 9, com a regido 5’ do gene BCR
(Breakpoint Cluster Region) no cromossomo 22. O produto gerado a partir da fusdo € o
oncogene BCR/ABL, que produz uma proteina com elevada atividade tirosina quinase e
estd intimamente relacionada a patogenia da LMC (Frazer, Irvine et al. 2007; Koretzky
2007; Druker 2008).

O principal evento desencadeador da LMC ¢é aparecimento do cromossomo Ph e
consequente formagdo do oncogene BCR/ABL (Kantarjian, Melo et al. 2000; Valencia,
Cervera et al. 2009). Assim, a proteina gerada tem atividade tirosina quinase sendo capaz
de induzir a uma doenca maligna, ativando multiplos sinais citoplasméticos e nucleares nas
vias de transducdo que influenciam no crescimento e sobrevivéncia das células
hematopoiéticas (Kantarjian, Talpaz et al. 2006; Sessions 2007).

O gene hibrido BCR-ABL € derivado da fusdo do BCR na localizacdo denominada
maior (M-bcr), sendo que a transcri¢do deste gene gera moléculas de mRNA quimérico,
assim, as fusdes das sequéncias do BCR e ABL sdo representadas pelas juncdes dos exons
b3a2 (el4a2) e/ ou b2a2 (el3a2) (Kantarjian, Melo et al. 2000; Ohsaka, Shiina et al. 2002;
Melo, Hughes et al. 2003). Este rearranjo que ocorreu leva a formagao de proteina de fusao

citoplasmatica que pode ser a p210 ou p190, que sdo capazes de regular a atividade tirosina
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quinase e sdo responsaveis pela patogenia da doenca, por interferir na transducdo de sinais
de processos celulares basicos como a proliferacao, aderéncia e apoptose (Kantarjian, Melo
et al. 2000; Melo, Hughes et al. 2003).

Em alguns casos, a LMC pode ser resultante da quebra na regido menor do gene
BCR (m-bcr), de localizacdo el e fusdao com o ABL no nivel do exon a2, levando a
expressdo do transcrito ela2 que codifica a proteina 190-kDa (p190), geralmente
relacionada a leucemia linféide aguda (LLA) Ph, e em alguns casos de LMC pode ser
predominante, ou co-expressar em baixos niveis com a p210 (Kantarjian, Melo et al. 2000;
Melo, Hughes et al. 2003).

Outra quebra pode ocorrer na micro regidao (u-ber), e a fusdo originada
correspondente ao exon 19, com o segmento a2 do ABL, leva a expressdo de um largo
transcrito (el9a2), codificando a proteina 230-kDa (p230) sendo caracterizada por uma
desordem mieloproliferativa e geralmente relacionada a leucemia neutrofilica cronica com
cromossomo Ph (Kantarjian, Melo et al. 2000; Ohsaka, Shiina et al. 2002; Melo, Hughes et
al. 2003).

A LMC corresponde cerca de 20% das leucemias que atingem a populagdo adulta
(Sessions 2007). Apesar das evidéncias, ndo ha comprovagdo de relacio da LMC com
fatores hereditarios e/ou geogréficos, além disso a doenca ndo pode ser prevenida (Quintas-
Cardama and Cortes 2006). A idade média em que a doenga se desenvolve varia entre 40 a
55 anos, com uma propor¢ao de 2:1 entre os sexos masculino e feminino, respectivamente
(Frazer, Irvine et al. 2007). O tunico fator de risco conhecido que pode ser relacionado ao
desenvolvimento da LMC ¢ a exposi¢do a radiacdo ionizante. Por causa desse nexo causal,
ha aumento da prevaléncia em populagdo com maior exposicdo a esse tipo de radiagcdo

(Kantarjian, Melo et al. 2000; Quintas-Cardama and Cortes 2006; Hamerschlak 2008).

Expressao Génica em LMC

O conhecimento da expressdo génica e proteica € importante na caracterizacao
molecular de qualquer doenca a ser estudada. Devido a base bioldgica da progressao da
fase cronica para fase acelerada ou crise blastica ser mal compreendida na LMC, diversos

estudos j4 foram feitos com o propdsito de elucidar esses mecanismos moleculares. Varios
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autores estudaram por microarray ou bibliotecas de cDNA a expressdo génica em LMC
utilizando os diversos inibidores de tirosina quinase (TK) e identificando genes importantes
para a terapéutica e conducdo da doenca (Forrest, Jiang et al. 2008; Kim, Chun et al. 2008;
Kroschinsky, Schakel et al. 2008; Schmidt, Gastl et al. 2008; Simanovsky, Berlinsky et al.
2008).

Usando microarray de DNA, Radich et al (2006) estudaram a expressdao gé€nica e as
mudancas associadas com a progressdo e a resposta na LMC em 91 casos. Uma
comparagdo da expressdo dos genes encontrados na fase de cronica (FC), acelerada e
blastica sugerem que a progressdo da LMC € um processo que ocorre em duas fases, em
vez de trés etapas, passando da fase crOnica para a crise bldstica. Foi notdvel e
potencialmente significativo na progressdo da doenca a desregulacdo de genes como WNT,
o percursor da beta-catenin, a diminui¢do da expressdo de JunB e Fos, desregulacdo de
quinases alternativas, como Arg (Abl2), e expressao aumentada do gene PRAME. Estudos
de pacientes com LMC que recairam inicialmente apds tratamento com imatinibe mostrou
um padrdo de expressdo génica estreitamente relacionado com a doenca em fase avancgada.
Esses estudos indicam que vias metabdlicas especificas podem ser exploradas como
indicadores de progndsticos assim como novos alvos para terapia desta doenga (Radich,
Dai et al. 2006).

Um grupo de pesquisadores da Alemanha descreveu em 2006 algumas
caracteristicas génicas que podem ajudar a explicar o comportamento agressivo da crise
blastica (CB), realizando comparagdes entre os perfis de expressdo génica de células
purificadas CD34Ph* de pacientes com diagnéstico recente de LMC em FC nio tratada e
de pacientes em CB, utilizando matrizes de oligonucleotideo da Affymetrix. Dentre os 114
genes diferencialmente expressos encontrados, especialmente alguns desses genes se
encontravam com expressao menor do que o esperado em pacientes com LMC. Eles sdo
supressores de sinalizacdo de citocina 2 (SOCS2), CAMPATH antigéno-1 (CD52). Quatro
antigenos leucocitdrios humanos relacionados com os genes foram fortemente expressos na
CB. Os dados sugerem que exista um perfil de expressao génica comum em LMC-CB, isso
proporciona novas perspectivas sobre o fenétipo de blastos associados com a doenga e a

progressao com alta malignidade (Zheng, Li et al. 2006).
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Foram descritos estudos revelando que alguns pacientes podem ter resisténcia ao
imatinibe antes de ser exposto ao tratamento. Tal resisténcia inata ao Mesilato de Imatinibe
(MI) ainda ndo foi esclarecida, porém € conhecido que a sensibilidade ocorre em sub clones
da linhagem celular KCL22, na qual ao ser exposta ao MI age inibindo a atividade do BCR-
ABL e ainda induz a apoptose. Tipping et al descreveram a expressdao gé€nica da linhagem
celular KCL22 sensivel e a resistente ao tratamento com MI, utilizando microarray. Foi
detectada expressdo diferencial de 39 genes que se correlacionam com o fendtipo de
resisténcia ao imatinibe. As células resistentes mostraram varios genes Superexpressos
associados com a supressdo da apoptose ou com um fendtipo alterado. Entre os genes
diferencialmente expressos, correlacionando com resisténcia ao imatinibe, alguns sugerem
que a ativacdo de vias alternativas mantém a viabilidade e o crescimento,
independentemente da atividade quinasica do BCR-ABL (Tipping, Deininger et al. 2003).

A introducao do ensaio de Single Nucleotide Polymorfism (SNP) microarrays permitiu a
deteccdo de fatores (como alteracdes cromossOmicas) ligados a malignidades
hematoldgicas dentre outras doencas. Um grupo de Cleveland-USA, aplicou esta tecnologia
para detectar alteracdes cromossOmicas criticas € mostrar que o mapeamento sobrepondo
regides com segmentos minimos pode ajudar a orientar a busca de mutacdes patogénicas
conhecidas e desconhecidas em neoplasias hematolégicas em geral (Dunbar, Gondek et al.
2008).

Ainda ndo foram realizados estudos de expressdo génica diferencial sobre os
mecanismos celulares e moleculares ligados ao desenvolvimento e progressdao da LMC em
células da linhagem granulocitica. Os estudos, inclusive os citados anteriormente, na
maioria das vezes revelam caracteristicas ligadas a tipos celulares como as mononucleares
ou CD34", o que pode impedir a identificagdo da expressdo génica de genes envolvidos
diretamente com uma importante linhagem celular acometida nessa doenca.

Devido a importancia do conhecimento da regulacdo génica em células de linhagem
leucémica e ao conhecimento incompleto dessa regulacdo (Simanovsky, Berlinsky et al.
2008), foi proposto nesse estudo a construcdo de duas bibliotecas subtrativas de cDNA de
células granulociticas para avaliagdo dos genes diferencialmente expressos relacionados ao

desenvolvimento e progressao da LMC.
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Leucemia mieloide cronica (LMC) e as vias de sinalizacao

A rede de sinalizagcdo que é controlada pela proteina quinase BCR-ABL é complexa
e altamente redundante (Deininger, Goldman et al. 2000), o que resulta em uma sindrome
mieloproliferativa ocasionada pela proliferagdao descontrolada das células da medula éssea e
inibicao da apoptose celular (Tefferi and Vardiman 2008).

Esforcos significativos estdo sendo realizados para a compreensdo dos mecanismos
moleculares que ocorrem devido a acdo do oncogene BCR-ABL, através da identificacdo
das vias de sinalizacdo que s@o afetadas pela sua atividade tirosina quinase.

Indmeros substratos e ligantes de BCR-ABL tém sido identificados e o foco estd
dirigido para a investigacao dos defeitos patoldgicos especificos que caracterizam a LMC
(Druker 2008). Apesar da alta expansdo na lista das vias de sinalizac¢io ativadas por BCR-
ABL e da alta complexidade dessas vias metabodlicas, todas as fungdes de transformacgao
pelo BCR-ABL dependem de sua atividade tirosina quinase (Lugo, Pendergast et al. 1990).

Essa proteina pode ser inibida por pequenas moléculas sintéticas como imatinibe, o
dasatinibe, o nilotinibe € o bosutinibe. Essas moléculas inibidoras da atividade tirosina da
oncoproteina BCR-ABL induzem a diminui¢do no crescimento e proliferacdo celular, além
de promoverem a apoptose em células BCR-ABL positivas (Druker, Sawyers et al. 2001).

O MI atua inibindo a proliferacdo de células que expressam BCR-ABL a partir da
inibicdo das proteinas tirosina quinase. Inicialmente, foi utilizado em pacientes que
apresentaram falha no tratamento com o-IFN, ou em fase acelerada (FA) ou CB (Druker,
O'Brien et al. 2002). Esse composto € capaz de inibir a atividade tirosina quinase, das vias
C-KIT, ARG (genes relacionados ao ABL), PDGFR e SCF, por competi¢do no sitio de
ligacdo da adenina trifosfato (ATP). Assim inibindo a capacidade dessas de fosforilar e
ativar proteinas-alvo da cascata de sinalizagdo da LMC (Druker, O'Brien et al. 2002;
McFarland and Wetzstein 2009).

O Dasatinibe (DA) tem como alvo a as vias ABL, PDGFR, KIT, FGR, FYN, HCK,
LCK, Lyn, SRC, YES e EPHBA4. Ele ¢ utilizado em pacientes que apresentem resisténcia ou
intolerancia ao MI, sendo capaz de superar os mecanismos de resisténcia, incluindo a
sinalizacdo alternativa que envolve as vias da familia SRC quinase e superexpressdo do

MDR-1 (Multidrug-resistance gene 1 protein). Esse gene estd intimamente relacionado ao
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aumento do efluxo de MI a partir da célula cancerosa mediado por transportadores de
membrana (Baccarani, Castagnetti et al. 2009; McFarland and Wetzstein 2009).

O Nilotinibe (NI) € um derivado do MI capaz de inibir a atividade tirosina quinase
ABL, KIT, EPHB4 e do receptor do PDGFR, de forma mais potente e seletiva. Assim
como o DA, € utilizado como segunda linha de tratamento (Baccarani, Castagnetti et al.
2009; McFarland and Wetzstein 2009). Estudos clinicos estdo sendo realizados com o
objetivo de avaliar o tempo e o tipo de resposta do NI em pacientes resistentes ao MI
(Branford, Kim et al. 2012).

Entretanto, o desenvolvimento de resisténcia ou intolerancia a esses inibidores siao
problemas encontrados no tratamento da LMC. Uma das causas de resisténcia se deve a
aquisicdo das muta¢des no dominio da quinase BCR-ABL. O NI e o DA sdo sensiveis para
a maioria das mutagdes que causam resisténcia ao MI, mas algumas mutacdes conferem
resisténcia clinica contra o NI (Y253H, E255K/V, F359V/C) ou DA (V299L, T315A,
F317L/1/V/C), ou aos trés inibidores de TK (T3151) (Lange, Ernst et al. 2012). Diante
disso, uma abordagem alternativa a qual faz uso de outros compostos que nio se ligam
diretamente a proteina BCR-ABL estd sendo desenvolvida. Em vez disso, essas moléculas
atuariam sobre outras proteinas e/ ou genes que sdo regulados direta ou indiretamente por
BCR-ABL e participariam da via de sinalizacdo BCR-ABL e do processo de transformacao

maligna das células.
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BCR-ABL

Nucleo

Figura 1: Representacio esquematica da ativacdo das vias de sinalizacio por BCR-ABL.
Diagrama simplificado das associacbes entre o BCR-ABL e proteinas de sinalizacio.
(adaptado de Deininger et al.,2000(Deininger, Goldman et al. 2000) e Kharas e Fruman,
2005(Kharas and Fruman 2005).

Os mecanismos de proliferacao, diferenciacdo e apoptose de células hematopoéticas
normais e leuc€micas sdo regulados, dentre outros fatores, por estimulos extracelulares de
citocinas e interacdes com o microambiente. A resposta a estes estimulos € transmitida da
membrana celular ao nicleo através de vias de transmissdo de sinalizacao celular, incluindo
a via de JAK/STAT, RAS/Raf/MEK/ERK, e PI3K/Akt (Steelman, Pohnert et al. 2004;
Kornblau, Womble et al. 2006). Na LMC as vias de sinalizagdo mais importantes mediadas
por BCR-ABL sao Ras, STAT,PI3-K/Akt, NFkB e Myc (Baran and Saydam 2012).

A alteracdo da sinalizacdo normal ocorre como resultado de mutacdes, alteracao de
expressao ou ativacdo dos componentes das vias de sinaliza¢do, com consequente alteracao
na regulagdo da proliferacdo, diferenciacdo, adesdo e apoptose celular (Kantarjian, Sawyers
et al. 2002). A ocorréncia de leucemias, agudas e cronicas, resulta da combinacdo desses

fatores (Reuter, Morgan et al. 2000; Gilliland and Tallman 2002; Steelman, Pohnert et al.
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2004), e quando relacionados, esses fatores tornam mais importante o estudo da expressao e
regulacdo de genes que possam interagir com o BCR-ABL levando ao aparecimento e/ou

progressao da LMC e aquisi¢do de resisténcia ao tratamento.
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Figura 2. Vias metabélicas do BCR-ABL. A. Visualizacao das vias de sinalizacio e rede de interacio e de alguns genes relacionados. Dados de
expressao génica global de linhagem celular eritroleucemica K562, tirado do banco de dados piblico (GenMAPP). Em vermelho estao
mostrados os genes mais expressos e em verde os genes menos expressos em células K562. Em B. visualizamos a rede de interacio direta e
indireta associada ao BCR-ABL que foi construido utilizando dados de expressao génica global e visualizados pelo IPA. Os genes up-regulation

sao mostrados em vermelho e genes down-regulation sao mostrados em verde. Adaptado de (Panigrahi, Stetefeld et al. 2012).
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Adesao de granulécitos

O oncogene BCR/ABL diminui a dependéncia celular de fatores de crescimento
externos pelo aumento da producdo de interleucina-3 e altera as propriedades de adesdao
celular pela modulagdo da expressdo e ativagdo de quinases de adesdo e proteinas
associadas (Kantarjian, Talpaz et al. 2006). Além disso, o oncogene também altera vias de
sinalizacdo relacionadas a por¢do SH1 levando a diminui¢do da adesdo celular, porém com

aumento da motilidade desta célula (Frazer, Irvine et al., 2007).
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Figura 3: Eventos moleculares que conduzem a expressio do fenétipo da LMC. Um dos
importantes eventos moleculares que ocorrem apés a formacao do oncogene BCR-ABL ¢é a

diminuicio da adesao celular (Adapatada de Frazer, Irvine et al., 2007)

Os granuldcitos chegam ao local de inflamacdo por aderir ao endotélio vascular
ativado, deixar a circulagdo e migrar em direcdo ao tecido em processo inflamatorio.
Durante esse processo, eles sdo capazes de mobilizar granulos citoplasmadticos e vesiculas
secretorias, que constituem um importante reservatério de proteinas antimicrobianas,
proteases e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Também é mobilizada uma
variedade de receptores de membrana para moléculas de adesdo endoteliais, proteinas da
matriz extracelular (MEC) e mediadores inflamatorios soliveis que serdo liberados no
espaco extracelular, gerando danos tanto locais (Baetta and Corsini 2010; Cascao, Moura et
al. 2010). Depois de cessado esse estimulo, ha a necessidade de reparo da lesdo e o retorno
ao estado homeostatico.

Portanto, defeitos na fungdo granulocitica, frequentemente, resultam em uma
resposta anormal aos estimulos inflamatdrios, gerando danos vasculares ou nos 6rgaos
(Cascao, Moura et al. 2010). Foi descrito que as integrinas 3 possuem um importante papel
na interacdo entre o estroma da medula e as células progenitoras, sendo que as células de
LMC expressam uma variante B1 que ndo foi encontrada em celulas progenitoras normais.
Quando ligada aos seus receptores, essas integrinas sao capazes de iniciar a transducdo de
sinais dentro ou fora do estroma. Além disso, a funcdo das integrinas parece estar reduzida

em células BCR-ABL (Deininger, Goldman et al. 2000).
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2. Justificativa

69



70



Existem na literatura incontdveis estudos em LMC, abrangendo em sua totalidade as
vertentes dessa doenca o que torna dificil atender os pilares estratégicos de uma tese de
doutorado. Como itens bdsicos, na tese, estdo a revisdo de literatura, argumentacdo e
apresentacao de resultados, profundidade de idéias e avango dos estudos na drea.

Um dos principais fatores que caracteriza a tese € a originalidade e quando se trata
de estudos de expressdo génica diferencial ou global observa-se uma preocupacdo com as
particularidades das células CD34+, células mononucleares ou leucdcitos totais. E por que
ndo dar importincia aos granuldcitos, células que se proliferam rapidamente e em grande
quantidade na LMC?

Em 2003 foi descrito um fator de transcri¢do que atua na diferenciacdo rdpida em
granuldcitos BCR-ABL+ (Tavor, Park et al. 2003). Em maio de 2013 foi publicado um
trabalho avaliando a concentragdo de imatinibe em granuldcitos (Kralj, Zakelj et al.
2013).Entretanto até o momento nenhum trabalho com o foco sobre a expressdo génica
diferencial versus granulécitos versus LMC foi publicado.

Em face disso, e dada a importancia do conhecimento da expressdo génica,
regulacdo das vias de sinalizagcdo e quaisquer mecanismos relacionados ao desenvolvimento
e/ou progressdao da LMC, bem como desenvolvimento de resisténcia ao tratamento, foi
proposto neste trabalho a investigacdo da expressao génica diferencial entre granuldcitos de
individuos sadios e de pacientes com LMC, além de uma andlise pormenorizada da
funcionalidade de alguns dos genes encontrados diferencialmente expresso entre as
bibliotecas construidas.

Além disso, entender os mecanismos que levam ao desenvolvimento da doenga,
bem como o conhecimento da fun¢do de genes qua ainda nao foram relacionados com essa
patologia, pode contribuir para um melhor esclarecimento das vias metabdlicas envolvidas
com o desenvolvimento e proliferacdo do clone leucémico, além de possibilitar melhorias

no desenvolvimento de novas terapias para LMC.
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3. Objetivos
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Objetivos Gerais

Identificacdo e investigagdo de genes diferencialmente expressos entre pacientes

com LMC e individuos controle e avaliacao de suas fun¢des na fisiopatologia da doenca.

Objetivos especificos

v' Investigar a expressdo génica diferencial entre individuos controles e

pacientes com LMC;

v' Selecionar e validar genes diferencialmente expressos entre controles e

LMC.

v’ Caracterizar a expressdo dos genes escolhidos em linhagens celulares

leucémicas humanas.

v" Caracterizar a fungéio dos genes selecionados nos processos celulares e vias
de sinalizacdo de apoptose, proliferacdo, clonogenicidade e ciclo celular em

linhagens leucémicas BCR-ABL".
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4. Aspectos Eticos
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O projeto dessa tese foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-
UNICAMP, segundo as determina¢des do Conselho Nacional de Satde (Resolucdes 196/96
e 251/97) e recebeu aprovacdo em 27 de outubro de 2009 (nimero de protocolo 894/2009).
Todos os pacientes e controles envolvidos assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido contendo os procedimentos da pesquisa; os desconfortos e riscos possiveis e
beneficios esperados, a garantia do sigilo que assegure a privacidade quanto aos dados
confidenciais, e a liberdade de abandonar a pesquisa em qualquer tempo sem ter sua
assisténcia médica comprometida, o nome e telefone dos pesquisadores para esclarecer

eventuais duvidas, bem como o telefone do Comité de Etica em Pesquisa.
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5. Casuistica Geral do
Estudo
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100 pacientes com LMC, independentemente da fase da doenga e do tratamento, foram
incluidos neste estudo, além de 20 doadores de sangue saudaveis. O diagndstico de todos os
pacientes foi feito por médicos do hemocentro, a partir dos achados clinicos e laboratoriais
encontrados. No exame clinico foi verificada hepatomegalia, esplenomegalia, sudorese,
palidez, perda de peso, sangramento dentre outros. Para a conclusdo do diagndstico foram
realizados exames como o hemograma completo, exames de bioquimica, biépsia de medula
dssea, citogenética, exames de biologia molecular para dete¢do do transcrito BCR-ABL e
proteinas P190 e P210 além de imunofenotipagem.

Foi realizada a classificagdo do paciente de acordo com a fase da doenga (fase cronica,
acelerada ou crise bldstica) a partir dos critérios propostos pelo International Bone Marrow
Transplant Registry (IBMTR) (Rowlings, Horowitz et al. 1992) e pela Organizacio
Mundial de Saide (OMS). Em relacdo a resposta ao tratamento todos os pacientes foram
classificados de acordo com os critérios consensuais da European Leukemia Net (Li and
Sethi 2010) como tendo resposta, falha ou resposta sub-6tima para inibidores da tirosina
quinase.

Os pacientes foram tratados com imatinibe 300-800 mg / dia, dasatinibe 70-140 mg /
dia ou nilotinibe 800 mg / dia. Dasatinibe e nilotinibe foram usados em pacientes com
resisténcia ou intolerdncia ao imatinibe, exceto em quatro pacientes incluidos em ensaios
clinicos de fase III. Esses pacientes receberam dasatinibe (1 paciente - 100 mg / dia),
nilotinibe (2 pacientes - 800 mg / dia) ou bosutinibe (1 paciente - 500 mg / dia) como
tratamento de primeira linha.

Todas as amostras foram coletadas no Hemocentro da Universidade Estadual de

Campinas entre 2009 e 2012. As caracteristicas clinicas dos pacientes estdo resumidas na

Tabela I. A média de idade dos controles é 34 anos (intervalo: 26-57 anos). Ressalta-se

que se optou por manter os pacientes que nao estavam em fase conica no estudo, mesmo
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sendo uma parcela pequena dos pacientes e deixando a populagdo um pouco heterogénea,

porque todos estavam dentro dos critérios de inclusdo.

Tabela I: Caracteristicas dos pacientes que participaram do estudo
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Dados relativos a data da avaliacdo da expressio génica

Caracteristicas n=100 (%) ou (intervalo)
Sexo (M/F/%) 61/39 (61%/39%)
Idade (media/intervalo) anos 50 (20-84)
Status da doenca

Fase Crénica 93 (93%)

Fase Acelerada 03 (3%)

Crise Blastica 04 (4%)
Tratamento

Hydroxiuréia 04 (4%)

Imatinibe 66 (66%)

Dasatinibe 12 (12%)

Nilotinibe 18 (18%)
Resposta clinica ao ITK*

Responsivos 68 (68%)

Resistentes 20 (20%)

Rresposta sub-6tima 10 (10%)

NA** 02 (2%)
Média de tempo entre diagnédstico e inicio do tratamento com TKI (meses)

11 (0-95)

Idade ao diagnéstico (media/intervalo) 44 (05%-80)
Tratamentos prévios

Sim (a-interferon/TMO***¥)  27/2 (27%/2%)

Nao (exceto hydroxiuréia) 71 (71%)
Sokal ao diagndstico

Baixo 21 (21%)

Intermediario 29 (29%)

Alto 20 (20%)

NA 30 (30%)

Dados no ultimo dia de tratamento ou ultima consulta realizada

Status da doenca

Fase cronica 89 (89%)
Fase acelerada 05 (5%)
Crise blastica 02 (2%)
Obito**** 04 (4%)

*Inibidores de Tirosina Quinase ** Nio Avaliaveis *** Transplante de Medula Ossea
**Progressao de Doenca *Uma paciente foi diagnosticada quando tinha 5 anos de idade, essa
paciente foi incluida nesse estudo quando estava com 39 anos.
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CAPITULO I — CONSTRUCAO DAS BIBLIOTECAS SUBTRATIVAS
SUPRESSIVAS E VALIDACAO

Como mencionado anteriormente, a principal caracteristica da LMC € a presenca do
cromossomo Ph; esse cromossomo origina uma doenca clonal de células tronco com
producdo desregulada da proteina quinase BCR-ABL (Deininger, Goldman et al. 2000;
Melo, Hughes et al. 2003; Baran and Saydam 2012; Luatti, Castagnetti et al. 2012). Esse
processo ocorre devido a ativacdo de varias vias de transducdo de sinais que levam ao
aumento da proliferacdo celular, reducdo da adesdo de células leuc€micas no estroma da
medula 6ssea, a supressdao da resposta apoptotica aos estimulos mutagénicos e bloqueio da
diferenciacgdo celular, resultando na carcinogénese (Inokuchi 2006; Luatti, Castagnetti et al.
2012; Park, Koh et al. 2013).

Inibidores especificos capazes de atuar em varias das vias de sinalizagdo, que sdo
alteradas devido a presenca do BCR-ABL, tém sido desenvolvidos na tentativa de inibir
esta proteina. No entanto, alguns pacientes sdo resistentes a estes inibidores e estes
medicamentos nao agem sobre todas as vias afetadas na CML.

A construcdo de bibliotecas génicas, como o proprio nome diz, traz a possibilidade
do encontro de indmeros genes sem antes conhece-los, como livros expostos em estantes
para serem estudados. E como em uma ferramenta de busca entre duas bibliotecas, fossem
selecionados apenas os livros que existem em uma delas. Essa técnica possibilita a
comparacdo entre duas populacdes distintas de RNA e a obtencdo de clones de genes que
estdo expressos em apenas uma condi¢do. Assim, os resultados das Bibliotecas Subtrativas
Supressivas (Suppression Subtractive Hybridization - SSH) (Diatchenko, Lau et al. 1996;
Diatchenko, Lukyanov et al. 1999; Remsing Rix, Rix et al. 2009) a partir da avaliacdo da
expressdo génica diferencial, correlacionados com as alteracdes observadas em diferentes
vias que, direta ou indiretamente, estdo envolvidas na LMC podem proporcionar uma nova
visdo sobre a patogenia da doenca.

Nesse estudo, bibliotecas SSH foram construidas para comparar transcritos obtidos a
partir de RNA de granuldcitos de pacientes com LMC e de individuos controles, a fim de
analisar outros genes que podem estar envolvidos nessa doenga. As expressdes dos genes

TOBI, RUNXI, SEPTS, KPNAG6, FLT3 e MIERI, entre outros, foram investigadas devido a
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sua importancia clinica potencial em diferentes tipos de cancer. Finalmente, as vias de
sinalizacdo alteradas pela doenca foram correlacionadas com os genes encontrados, alguns

deles identificados pela primeira vez em LMC.

Pacientes e Métodos

Pacientes

Dentre os 100 pacientes incluidos no estudo:

- Para a construcao das bibliotecas foram utilizadas amostras, de granuldcitos colhidos
de sangue periférico, de dois pacientes com LMC ao diagndstico em uso de hidroxiuréia
por até dois dias e amostras de dois doadores de sangue sauddveis com idades préximas a
dos pacientes.

- Para a validacdo dos genes o nimero de amostras utilizadas estd descrito no grafico

correspondente a cada gene na Figura 20 e Figura 21.

Separacao dos granuldcitos a partir de sangue periférico

Os granuldcitos foram separados do sangue periférico, de acordo com o método
descrito por Canalli et al (Canalli, Costa et al. 2005). O sangue periférico coletado foi
submetido a um sistema gradiente Ficoll-Hypaque de densidades 1,077 g/L e 1119 g/L,
centrifugado a 700g por 30 minutos, temperatura ambiente. Os granuldcitos e as células
mononucleares foram separados e ressuspensos em PBS (pH 7,4) (Figura 4). Foi realizada a
lise das células vermelhas utilizando tampao de lise e, em seguida, as células foram lavadas
e ressuspensas em tampao PBS 1X. A contagem total das células foi feita em camara de
Neubauer e a contagem diferencial em laminas preparadas em cito centrifuga e coradas em
May-Griiwalds, nessa lamina € possivel avaliar a populacdo celular predominante na
amostra separada, sendo observada entdo a maior parte da populacdo celular composta por
granuldcitos. A viabilidade foi determinada pelo método de exclusdo com o corante Azul

de Trypan (0,1%).
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Figura 4: O sangue periférico foi submetido ao sistema de gradiente de Ficoll-Hypaque de

densidade 1,077g/L e 1119g/L e centrifugado para que ocorresse a separacao.

Andlise da separacao dos granuldcitos por citometria de fluxo

O grau de contaminagdo das células separadas foi avaliado pela expressdo de
marcador de superficie celular utilizando um conjugado-FITC com o anticorpo monoclonal
CD45 (Dako, Glostrub, Denmark) por 20 minutos, a temperatura ambiente, no escuro.
Como controle negativo, foram usadas as células separadas ressuspendidas em tampao PBS
sem marcagdo com anticorpos. As células foram lavadas com PBS e caso a analise fosse ser
realizada no dia seguinte ressuspensas em paraformaldeido 1%. A andlise foi feita pelo
citometro de fluxo FacScalibur (BD Biosciences, CA, EUA) e informacdes sobre 10.000
eventos foram obtidas para andlise utilizando o software Cell Quest (Becton Dickinson)

A medida da expressdao de marcador de superficie celular CD45 foi realizada para
avaliacdo da contaminacdo com linfécitos, que sdo as células mais fortemente marcadas
com esse marcador, e observacdo da populacdo de granuldcitos que tem intensidade de
marcacdo menor. Quando feita a andlise da citometria de fluxo foi levada em consideracao,
além da intensidade de marcagdo, a granulosidade da célula. Podendo assim os gates serem

feitos selecionando cada uma das populacdes presentes na amostra (Figura 5).
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Figura 5: Esquema mostrando como foram selecionadas as populacdes de granuldcitos por

citometria de fluxo para verificacdoo da contaminacao com linfocitos.

1024
1024

Granuldcitos

Granuldcitos 99,37%

98,77%

€12

. BN Lintacitos: 1,23% A Uintbelton: 0,63%

T
10° 10! 10 10+ 104 107 10! 107 104 104

Figura 6: Analise de citometria de fluxo para certificacio da pureza da amostra de
granulocitos com marcador de superficie CD45 FITC. No quadrante A observa-se 98,77 % de
granuldcitos e contaminacio de 1,23% de linfécitos em uma amostra de controle sadio e no
quadrante B 99,37 % de granulocitos e contaminacio com 0,63 % de linfocitos em um paciente
com LMC.
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Biblioteca Subtrativa

As bibliotecas SSH foram construidas usando PCR-Select ¢cDNA Subtraction Kit

(Clontech Laboratories). Essa técnica possibilita a comparagdo entre duas populagdes

distintas de RNA e a obtencdo de clones que estdo expressos em apenas uma condi¢do.

Essa técnica € composta por fases de hibridizacdes e amplificacdes além da clonagem e

sequenciamento (Diatchenko, Lau et al. 1996) (Figura 7). No presente estudo, comparou-se

transcritos obtidos a partir de RNA de granuldcitos de pacientes com LMC e de individuos

controles. Dois pools de RNA foram preparados, um contendo RNAs de duas amostras de

controles e outro contendo RNAs de duas amostras de pacientes com LMC, ambos foram

tratados com DNAsel.

B aaaaaaY
.l, Sintese de cDNA
AAAAAA
TTTTTT
A
.I, Digestdo Rsal
AAAAAA
TETETY
J' Ligagdo dos Adaptadores
Tester 1 Driver Tester 2R,
S —_—T
,L 1* Hibridizagdo
. -_— B
E — —a o
— . e —Tm
- e —
J 2° Hibridizagdo
- &
—r =
¢ — § - a
- . = [ m— 8 D
d
. - "
- [
- Ee——a
.L Amplificagdo
a, b, d — ndo amplificam E
¢ — amplificagdo linear
e — amplificagdo exponencial

Figura 7: Esquema das etapas envolvidas na construcao das Bibliotecas Subtrativas. (A)

Sintese dos cDNAs, digestao com Rsal dos c¢cDNAs e ligacio dos adaptadores; (B) 1°
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hibridizacao; (C) 2 hibridizacao; (D) 1* amplificacdo dos transcritos; (E) 2" amplificacdo dos

transcritos.

Verificacao da qualidade dos RNAs

Duas Bibliotecas Subtrativas foram construidas a partir de RNAs extraidos de
granuldcitos isolados do sangue periférico, tendo como objetivo a identificagdo de genes
diferencialmente expressos em pacientes com LMC, em relag¢do a individuos controles. A

qualidade de alguns dos RNAs extraidos pode ser observada na Figura 8.

28 5

18 5

Figura 8: Qualidade dos RNAs. Os RNAs de granuldcitos de individuos controles (CTRL) e de
pacientes com LMC visualizadas em gel desnaturante. Observa-se as subunidades 28S e 18S.

PM - peso molecular (100pb).

Sintese e amplificacao de cDNAs

Para a constru¢do das Bibliotecas, os cDNA de uma populacdo foi denominado
tester ( populacdo a ser testada)e da outra driver. Na biblioteca forward ou sense, o cDNA
tester corresponde a amostra dos individuos controles e o cDNA driver dos pacientes com
LMC. Na biblioteca reverse ou anti-sense, o cDNA fester corresponde a amostra dos
pacientes com LMC e o cDNA driver a dos individuos controles. Assim, na biblioteca
forward estao identificados os transcritos presentes apenas em granuldcitos de controles e

na reverse os transcritos presentes apenas nos pacientes com LMC.
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Para a sintese do cDNA, 500ng do pool de RNA previamente tratado, 3’-BD
SMART CDS Primer I A 2,4uM (5> — AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT 30 VN —
3’,sendo V = A, G ou C e N = qualquer base nitrogenada) e SMART Il A Oligonucleotide
2,4uM (5 ~AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG — 3’) foram incubados a
70°C por 2 min. Em seguida, foram adicionados First-Strand Syntesis Buffer 1x, DTT
2mM, dANTP ImM e 20U de AMV PowerScript Reverse Transcriptase (20U/uL),
incubando por 1 hora a 42°C. O tamp@o Tris-EDTA foi entdo adicionado para volume final
de 50uL.

A qualidade da sintese de cDNA foi verificada através da amplificacdo do gene [-
actina, usando tampdo de enzima 1x; MgCl, 2mM; dNTP 200uM; primer S-actina Sense
0,32uM; primer p-actina Antisense 0,32uM; 1U de enzima Taq polimerase S5U/uL
(Invitrogen); e 50ng de cDNA. A programagcéo usada foi: desnaturac@o inicial a 95°C por 2
min, seguida de amplificagdo através de 35 ciclos de 95°C por 1 min, 58°C por 1 min e
72°C por 2 min, com uma extensdo final por 5 min a 72°C. A anilise do produto de PCR foi

feita por eletroforese em gel de agarose.

PM CTRL LMC

Figura 9: Analise da Sintese de cDNAs. Amplificaciao do gene B-actina nas amostras de cDNAs

de individuos controles (CTRL) e pacientes com LMC. PM — peso molecular (100pb).

Para as etapas seguintes, foi realizada a padronizacdo do nimero de ciclos para
assegurar que o cDNA permaneceria em sua fase exponencial de amplificacio. Um
aumento no numero de ciclos resulta em uma amostra pobre para a subtracdo, visto que na
fase de platd o nimero de cOpias dos genes se equivale. A otimiza¢dao do nimero de ciclos
da LD PCR usando tampao da enzima 1x; MgSO4 2mM; dNTP 200uM; 5’ PCR Primer (5'
- AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT - 3') 0,48uM; 2,5U de enzima Platinum Taq HiFi
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5U/uL; cDNA diluido 1:10. A programacao da LD PCR foi: desnaturagdo inicial de 1 min
a 95°C, seguida de amplificagdo através de 35 ciclos de 95°C por 10 s, 60°C por 15 s e 68°C
por 6 min. Foram retirados SuL. de amostra a cada 3 ciclos, a partir do ciclo 15, da LD PCR
para anélise da amplificacgao.

A andlise do padrao mostrou que com o aumento do ndimero de ciclos, ocorreu um
aumento na intensidade das bandas até que esta intensidade permaneceu constante,
mostrando que a amplificagdo chegou a sua fase de platd. A fase estavel da amplificacao foi
atingida apds 30 ciclos para a amostra CTRL e apds 33 ciclos para a amostra LMC. Assim,
o ciclo 29 e o ciclo 32 foram selecionados como sendo o ciclo 6timo da LD PCR para as

amostras CTRL e LMC, respectivamente.

PM 15 18 20 24

CTRL

LMC

Figura 10: Padroniza¢io do nimero 6timo de ciclos da LD PCR. Os ciclos 29 e 32 foram
selecionados como ciclo 6timo para as populacées CTRL e LMC, respectivamente. PM — peso
molecular 100pb; CTRL — amplificacdo da amostra referente ao cDNA do pool de RNAs dos
controles; LMC — amplificacdo da amostra referente ao cDNA do pool de RNAs dos pacientes

com LMC.

Digestao com Rsal
O produto da Long Distance PCR foi purificado usando Wizard SV Gel and PCR
Clean Up System (Promega). O produto da LD PCR foi homogeneizado com solugdo

Membrane Binding Solution e transferido para uma SV Minicolumn previamente tratada
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com a mesma solu¢do. Uma incubagdo por 1 min a temperatura ambiente foi feita, seguida
de centrifugacdo por 2 min a temperatura ambiente. O eluato foi descartado e a solugdo
Membrane Wash Solution foi adicionada a SV Minicolumn seguida de centrifugacio por 2
min a temperatura ambiente. A SV Minicolumn foi transferida para um novo eppendorf e a
elui¢do da LD PCR foi feita através da adicdo de dgua a 65°C, seguida de incubagdo por 1
min a temperatura ambiente e de centrifugacao por 2 min.

Os cDNA tester e driver amplificados e purificados foram digeridos com a enzima
Rsal. Para a digestdo, ao volume de 96uL do produto de LD PCR purificado foram
adicionados tampdo Tango 1x e 30U da enzima Rsal 10U/uL, incubando-se overnight a
37°C. Apds esse periodo, foi adicionado EDTA / Glicogénio para a inativagdo da enzima. A
confirmacdo da digestdo foi realizada através de uma eletroforese usando cDNA ndo
digerido e cDNA digerido (Figura 11 A). Anteriormente a digestdo, os cDNAs apresentam
tamanho entre 0,5 e 10 kb, correspondentes aos mRNAs abundantes. Apds a digestdo, os
transcritos t€ém tamanho menor, variando entre 0,1 e 2 kb. A Figura 11 B mostra o perfil
observado ap0s a purificacdo dos cDNAs digeridos. O produto da digestdao foi purificado
adicionando-se igual volume de fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico (Invitrogen) e
centrifugado a 13.000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e o DNA foi precipitado com glicogénio 0,5%, acetato de
amodnio 7,5 M e etanol absoluto, incubando em banho de gelo seco com etanol por 15 min e
centrifugando a 13.000 rpm por 30 min e 4°C. O DNA precipitado foi lavado com etanol
70%, centrifugado a 13.000 rpm por 10 min e 4°C, e ressuspenso em 150uL de 4gua
DEPC. A verificacdo da integridade do DNA purificado foi feita através de eletroforese.
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P CTRL LmMC
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Figura 11: Digestao dos cDNAs com Rsal e purificacdo. (A) ¢cDNA digerido. (B) cDNA
purificado. PM — peso molecular (100 pb); CTRL D —controle digerido; CTRL ND —controle
nao digerido; LMC D -LMC digerido; LMC ND — LMC nao digerido.

Ligacao dos Adaptadores

Para a ligacdo dos adaptadores, o cDNA fester digerido e purificado foi diluido em
dgua na propor¢do 1:5. Um volume de 2uL. dessa amostra de cDNA fester purificada,
digerida e diluida 1:5 foi ligado a 2uL de adaptador 1 10uM (adaptador 1: 5'-
CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-37) ou
adaptador 2R 10uM (5
CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3’), adicionando, a
cada reacdo, 6 uL de Master Mix (contendo 2 pL de tampao Ty DNA ligase 5x, 1uL de
enzima T4;DNA ligase e 3uL de dgua). Foram misturados 2uL da ligacdo com o adaptador 1
e 2uL da ligacio com o adaptador 2R, reservando-os como fester nao subtraido. As
ligagdes foram incubadas overnight a 16°C. Apés esse periodo, foi adicionado, em cada
tubo, 1uL de EDTA / Glicogénio, e foi feita uma incubagéo a 72°C por 5 min para inativar

a enzima ligase.

Hibridizacoes

Na primeira hibridizacdo, fase na qual ocorre a primeira subtracdo, cada 1,5uL de
cDNA tester (ligado ao adaptador 1 ou ao adaptador 2R) foi hibridizada separadamente
com luL de tampdo de hibridizacdo 4x e 1,5uL de cDNA driver também digerido com
Rsal e purificado. Foram feitas duas incubacdes: uma a 98°C por 1,5 min seguida por outra

a 68°C por 8 horas. Desse modo, as sequencias que sdo expressas apenas na populacio
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cDNA tester, correspondentes as moléculas diferencialmente expressas nessa populagdo,
estdo na condicdo de fita simples e possuem adaptadores diferentes ligados as suas
extremidades. As moléculas comuns as duas populacdes sofrem hibridizacdo, com
consequente formagdo de estruturas dupla fita. As moléculas especificas da populacdo
driver também estdo na forma de fita simples, mas ndo possuem os adaptadores ligados as
suas extremidades e, por isso, ndo sdo amplificadas por PCR nas etapas posteriores.

Na segunda hibridizacdo, fase em que ocorre a supressdo dos transcritos muito
expressos € o enriquecimento dos transcritos menos abundantes, foram misturadas as
aliquotas de cDNA tester da 1° hibridizacdo com 1uL de uma mistura, contendo 1uL de
cDNA driver digerido com Rsal (previamente desnaturado a 98°C por 1,5 min), 1uL de
tampao de hibridizacdo 4x e 2uL de dgua. A mistura foi realizada da seguinte forma: com
uma pipeta marcando 15uL foi pipetado o volume total do tubo contendo o adaptador 2R,
puxando um pouco de ar na ponteira; em seguida foi pipetado o driver desnaturado a 98°C.
Essas amostras foram transferidas para o tubo da 1* hibridiza¢do contendo o adaptador 1,
aquecido a 68°C, homogeneizando-se. Dessa forma, os contetidos dos 3 tubos (cDNA tester
ligado ao adaptador 1 apés 1% hibridizacdo; cDNA tester ligado ao adaptador 2R apds 1°
hibridizacdo; e cDNA driver) foram misturados ao mesmo tempo. As reacdes foram
incubadas overnight a 68°C. Apés esse periodo, 200uL de tampdo de dilui¢do foram
adicionados a amostra, incubando-se a 68°C por 7 min. Apenas as moléculas fita simples

especificas ligam-se para a formacgdo de estruturas em dupla fita.

Amplificacdo dos Transcritos

Nessas etapas apenas os fragmentos ligados aos adaptadores em ambas as
extremidades sdo amplificados. Com isso, ocorre uma diminuicdo no “rastro” e na
intensidade das bandas observadas no gel, indicando que os transcritos presentes em ambas
as amostras foram subtraidos, remanescendo apenas os transcritos diferenciais.

A PCR (1* amplificac¢do) foi realizada usando tampao Advantage 2 PCR Buffer 1x;
dNTP 1,25mM; 5" PCR Primer 1 0,20uM; enzima 50x Advantage cDNA polymerase mix
(Clontech); e cDNA. A programacdo utilizada foi: 5 min a 75°C (preenchimento das
extremidades dos adaptadores na molécula de dupla fita); desnaturagio inicial a 94°C por

25 s, seguida de amplificac@o através de 30 ciclos de 94°C por 10 s, 66°C por 30 s e 72°C
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por 1,5 min. A andlise do produto de PCR foi feita através de eletroforese. Para essa
amplificacdo também foram avaliados os ¢cDNAs ndo subtraidos previamente diluidos
(Figura 12 A).

Ap6s a verificagdo da amplificacdo das amostras subtraidas (apenas transcritos
exclusivos em uma ou outra populagdo), foi realizada a Nested PCR, uma vez que essa
reacdo aumenta a concentragdo dos transcritos diferenciais. A Nested PCR (2°
amplificacdo), foi feita usando tampao Advantage 2 PCR Buffer 1x; ANTP 200uM; Nested
PCR Primer 1 0,8uM (5-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3"); NestedPCR Primer 2R
0,8uM  (5-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3"); enzima 50x Advantage c¢DNA
polymerase mix; e o produto de PCR diluido na proporcao 1:10. O programa usado foi: 13
ciclos de 94°C por 10 s, 68°C por 30 s e 72°C por 1,5 min. A andlise do produto da Nested
PCR foi feita através de eletroforese. Para essa amplificagdo também foram avaliados os

cDNAs ndo subtraidos (nfo exclusivos) previamente diluidos (Figura 12 B).

CTRL Lmc 8 CTRL LMC

MAD NAD NAD NAD
S5UB sum SUB SUB PM SUB SUB SUB SUB

PCR MNESTED PCR

Figura 12: 1* (PCR) e 2* (Nested PCR) Amplificacoes do cDNAs subtraidos utilizados na
construcao das bibliotecas. PM — peso molecular de 100pb; CTRL SUB — cDNA controle pos-
subtracao; CTRL NAOSUB - ¢cDNA controle nio subtraido; LMC SUB — ¢cDNA LMC pés-
subtraciio; LMC NAOSUB — ¢cDNA LMC nio subtraido.
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Clonagem, Amplificaciao e Sequenciamento

As amostras resultantes da Nested PCR foram clonadas em vetor pGEM-T. A reacg@o
de ligacdo dos produtos da Nested PCR ao plasmideo pGEM-T foi realizada, seguida da
transformacdo das bactérias através de eletroporacdo. As bactérias foram entdo plaqueadas
em placas contendo meio LB / ampicilina / IPTG / X-Gal.

Para identificar as colonias com ou sem o inserto, foi usado um andlogo sintético e
ndo degradavel da lactose, o isopropil-B-D-tio-galactosideo (IPTG), que se associa ao
repressor do gene lacZ (enzima [3-galactosidase), inibindo-o e possibilitando que haja
transcri¢do. A enzima [B-galactosidase tem sua expressao induzida por IPTG, catalisando a
conversdo do substrato cromogénico X-Gal num precipitado de coloracdo azul. As colonias
de bactérias que foram transformadas com plasmideos sem o inserto apresentam o gene
lacZ intacto e, na presenca de IPTG e X-Gal, possuem coloracdo azul. Como o sitio de
clonagem do pGEM-T interrompe o gene lacZ, as coldnias de coloragdo branca
correspondem as coldnias contendo o plasmideo com inserto, pois ndo expressam a enzima
-galactosidase.

As colonias positivas para inserto (coloracdo branca) foram selecionadas e
inoculadas. A partir do indculo, foram realizadas rea¢des de PCR contendo iniciadores
padrées M13, presentes no sitio de clonagem do plasmideo. A figura abaixo mostra a
amplificacio por PCR de alguns indculos positivos para o inserto, observando-se
fragmentos com diferentes tamanhos. Em seguida, a PCR foi realizada utilizando os
iniciadores M13 e sucessivamente estes produtos foram sequenciados no MegaBACE

(Molecular Dynamics / Life Science, Reino Unido).

Figura 13: Amplificacdo de alguns dos inéculos positivos para o inserto de interesse apos

clonagem.
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PCR em Tempo Real - qPCR

A validag¢do dos resultados obtidos nas Bibliotecas Subtrativas foi realizada pelo
método de PCR em Tempo Real, utilizando como molde da reagdao as mesmas amostras de
cDNAs, sintetizadas a partir do pool de RNAs, usadas para a constru¢do dessas Bibliotecas.
E ap6s a validacdo os testes foram feitos em um maior nimero de amostras de granulécitos.

O RNA dessas outras amostras foi extraido Rneasy Mini e Micro Kit (Qiagen
GmbH, Hilden) segundo as instrugdes do fabricante. A sintese de cDNA foi realizada
utilizando o kit RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Life
Sciences).

Foram escolhidos para a verificagdo por gPCR os genes que apareceram mais vezes
quando as sequencias obtidas foram analisadas. Sdo eles: SEPTS5, RUNX1, KPNA6, FLT3,
PAN3, TOBI, GP1BA, MIERI, SLC25A37 and ITCH.

Padronizacao do PCR em Tempo Real

A validacdo dos resultados obtidos nas Bibliotecas Subtrativas foi realizada pelo
método de PCR em Tempo Real, utilizando como molde da reagdo as mesmas amostras de
cDNA:s, sintetizadas a partir do pool de RNAs, usadas para a constru¢do dessas Bibliotecas.

Os genes mais representativos foram selecionados para essa validagdo. Os primers
utilizados nas reagdes de PCR quantitativo em tempo real foram desenhados com o uso do
software Primer Express (Applied Biosystems). Os fragmentos desenhados foram
submetidos ao programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para confirmar homologia
com o gene de interesse. A formacao de estruturas como hairpins e dimers também foram
avaliadas através do programa Gene Runner.

Em PCR quantitativo em tempo real (QPCR), a concentracdo ideal de primer a ser
utilizada deve ser a minima suficiente para permitir a duplicacao de todas as copias do
material a cada ciclo de reagdo. Para isso, utilizando a mesma quantidade de amostra, foram
feitas reacdes contendo cada um dos primers (sense e anti-sense) nas concentracoes finais
de 150 nM, 300 nM, 600 nM e 900 nM. A concentracdo ideal foi aquela em que o gene de
interesse obteve o menor valor de Ct (ciclo threshold), ou seja, foi a concentragdo em que o

gene foi amplificado mais precocemente. Na
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Tabela II estao listadas as concentracdes dos primers utilizados na amplificacdo dos

genes de estudo e a eficiéncia de amplificagcdo obtida.

Tabela II: Sequéncia de cada par de primers e concentracio 6tima utilizada para a
amplificacio de alguns genes diferencialmente expressos encontrados nas Bibliotecas
Subtrativas.

Gene Primers Concetration Efic.%

Forward: 5’CTGCTGCCTATACTTCATCTCCC -3’ 99,4%
SEPT5 150 nM

Reverse: 5'- ACGATGTTGACCTTCTCATGCA -3’

Forward:5’'- GTGACAGCCCCCTTAACCTC -3’ 100%
TOB1 150 nM

Reverse:5- CTCCATAGGCTGCAAACACAT -3’

Forward:5’- ACCCTAATGCTGATGCCTACTTC -3’ 99,8%
PAN3 300 nM

Reverse:5’ATGCAGAACTTAGTTGGACAATATAG3’

Forward:5’- GACGATGACACGGAATGCAGT -3’ 99,9%
KPNA6 600 nM

Reverse:5- GCGAGACAGTACAGGCAAACAA -3’

Forward:5’- TCTAGTGGCAGGAAGGAGGC -3’ 100%
GP1BA 300 nM

Reverse:5'- AGTACCTAATGCTCACTGTGCTCA -3’

Forward:5’- GATGGCACTCTGGTCACTGT -3’ 99,8%
RUNX1 70 nM

Reverse:5'- CTTTTCCCTCTTCCACTTCG -3’

Forward:5’- TCAGGGTCCCACAGGAGC -3’ 100%
MIER1 150 nM

Reverse:5- GGGCTCCATGTTTCAAGCA -3’

Forward:5’'- GCAGTCACAGTTATGATTGGTGG 3’ 99,9%
CDC42 150 nM

Reverse:5 GTCGTAATCTGTCATAATCCTCTTGC3’

Forward:5’- GCTGGGCTTTTGACTCAA -3’ 100%
FLT3 150 Nm

Reverse:5'- GTTTTGGTAGGTGTGAGGAC -3’

Forward:5’'- GCCGATTGCCAGTAGGAGG -3’ 99,6%
ITCH 150 Nm

Reverse:5- GGTCCAGGCGATTAAAACAGG -3’

Forward:5’- CTCCACGATGCGGTAATGAA -3’ 100%
SLC25A37 150 Nm

Reverse:5'- CGGTGCTGCGAGTTGTACAT -3’

As reagdes para a determinacdo da concentracdo 6tima de primer a ser utilizada e da
eficiéncia de reacdo foram entdo realizadas. Na figura a seguir podem ser observadas

algumas dbas curvas de eficiéncia para cada gene.
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Figura 14: Eficiéncia de amplificacdo de alguns dos primers GAPDH (A), - ACTINA
(B),TOBI (C), GP1BA (D), PAN3 (C), SEPT5 (D).

Anadlises Estatisticas
A andlise estatistica foi realizada utilizando 5 GraphPad Prism (GraphPad

Software, Inc., CA, EUA). O teste t-Student foi utilizado para andlise dos resultados de
qPCR e comparacdes. Diferencas significativas entre as médias foram determinadas pelo

teste de Mann-Whitney. Significancia foi considerada para valores P<0,05.

Resultados

Perfil da expressio dos genes em granuldcitos de pacientes com LMC e
controles sadios
Um banco de dados de bioinformadtica para a apresentacao de sequéncias geradas foi

criado pelo Grupo de Bioinformdtica do Laboratério de Gendmica e Expressdo no Instituto
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de Biologia da UNICAMP. As sequéncias foram analisadas por este banco de dados usando
o programa PHRED (Ewing, Hillier et al. 1998)

Vetores ribossomais, adaptadores, as sequéncias de baixa qualidade e regides poli-A
foram excluidas e apenas sequéncias de alta qualidade [pelo menos 200 pares de base (pb),
com valores PHRED maior que 20] foram analisadas. As bibliotecas foram comparadas e
um total de 173 genes foram encontrados expressos na Biblioteca de controles, enquanto
que 39 genes foram superexpressos na Biblioteca LMC (esses resultados estdo disponiveis
em: http://www.lge.ibi.unicamp.br/reticulocito/). Apds a andlise no BLAST (BLASTN-
nucleotideos e BLASTX- proteinas), as sequéncias sem similaridade foram classificadas
como no hits e as sequéncias conhecidas foram usadas para explorar as vias metabdlicas em

que os genes diferencialmente expressos foram envolvidos.
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Tabela III: Identificacdo de alguns genes encontrados nas SSHs. Os reads totais se
referem ao nimero de vezes que o gene foi identificado, sendo descrito o niimero de
vezes encontrado em cada uma das bibliotecas (reads CTRL ou reads LMC).

Total CTRL LMC

Grupo mRNA
Reads Reads Reads

Homo sapiens clone 18 satellite IIl mRNA
201 05 0 05
sequence

Homo sapiens genomic DNA, chromosome
208 28 0 28

21qg22.1, segment 28/28, complete ...

Homo sapiens clone 17 satellite IIl mRNA

204 12 0 12
sequence
Homo sapiens clone cos 9.27.3 /1.2 satellite 3
200 04 0 04

repetitive DNA

Human satellite III DNA simple sequence 3
199 04 0 04

Hinfl fragment (100)

Pan troglodytes chromosome 22 clone:PTB-
197 04 0 04
125M11, map 22, complete seque...

PREDICTED: Pan troglodytes similar to Tob

191 03 03 0
(TOB1), Mrna
Homo sapiens karyopherin alpha 6 (importin
172 02 02 0

alpha 7) (KPNA6), mRNA

PREDICTED: Pan troglodytes male germ cell-
178 02 02 0
associated kinase, transcrip...

144 Homo sapiens mRNA for H5 variant protein 01 0 01

PREDICTED: Pan troglodytes similar to
72 01 01 0

sorting nexin associated golgi p...

A caracterizacdo da relagdo funcional entre os genes foi feita utilizando o programa
Ingenuity Pathway® (Ingenuity Systems, www.ingenuity.com). Cada gene foi ligado ao
seu gene correspondente usando a base Ingenuity Pathway Knowledge, que combina genes
de acordo com seu GI (gene identification) (Ghosh, Zang et al. 2011). Na biblioteca de
granuldcitos de individuos controle, as principais vias relacionadas com os genes expressos
foram: 1) as de sinalizacdo, crescimento e proliferacdo celular; 2) movimento celular; 3)
desenvolvimento e morfologia celular; 4) interacdo celular, desenvolvimento e funcdes do
sistema hematoldgico; 5) desenvolvimento embriondrio e de tecidos, estrutura e

organizacdo celular. J4 na biblioteca de granuldcitos de pacientes com LMC: 1)
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desenvolvimento tecidual e celular; 2)sinalizacdo celular e metabolismo de 4cidos

nucleicos.

Sinalizag&o, crescimento e proliferagao celular O

SSH DE GRANULOCITOS DE CONTROLES SADIOS

Movimento celular
D i e ia celular

Interagéo celular, desenvolvimento e fungéo do sistema hematolégico

Desnvolvimento embrionério e de tecidos, estrutura e organizagao celular

Total |

0 20 20 50 80 100 120 140
NUMERO DE GENES

Desenvalvimento tecdual e celiir [————"]| SSH DE GRANULOCITOS DE PACIENTES COM LMC

Sinalizagao celular, metabolismo de acidos nucleicos ]

Total ]

0 5 10 15 20 25 30 35
NUMERO DE GENES

Figura 15: Categorizacao dos genes diferencialmente expressos. Genes diferencialmente
expressos entre as bibliotecas de controles e LMC de acordo com as vias de sinalizacio

obtidas pela analise de bioinformatica utilizando o programa Ingenuity®.

Além de genes diferencialmente expressos nas diferentes vias, houve correlagoes
com outros genes que niao foram encontrados nas bibliotecas, mas que podem estar
envolvidos na regulacdo das vias ou talvez possam ser regulados por esses genes. Na
biblioteca de controles, a maior parte dos genes diferencialmente expressos identificados
estdo envolvidas em vias de sinalizacdo que sdo estritamente relacionadas com a regulagcdo
de células, tais como o NF-kB e AKT (Figura 16). Ou envolvidos na proliferacdo de células

B, tais como a interleucina (IL) 4.
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Figura 16: Exemplo de vias metabdlicas encontradas na biblioteca controle, analisando com o
Ingenuity Pathway Software. Observa-se uma relacdo funcional entre os genes
diferencialmente expressos (cinza) e outros genes (branco) que nao foram encontrados nas

bibliotecas deste estudo, mas que regulam genes que foram encontrados.

Ao submeter as sequencias encontradas nas bibliotecas ao software para que fossem
formadas as networks foi possivel perceber que, a regulacdo da via de NF-kB também foi
encontrada na biblioteca de LMC. Porém, essa via foi formada por genes diferentes dos
genes que regulam na biblioteca de controles, sugerindo um mecanismo de regulagdo
diferente. Outra correlacdo feita entre os genes diferencialmente expressos encontrados na
LMC € a elevada producdo de RNA polimerase II. Isso indica que as células na LMC tém
uma produ¢do aumentada dessa proteina, a qual tem um papel na codificacdo da maioria
dos genes em eucariotos por sintetizar o mRNA citoplasmatico(Hahn 2004). possibilitando

que o material genético das células leucémicas esteja em franca reprodugao.
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Figura 17: Exemplo de vias metabdlicas encontradas na biblioteca de LMC, analisando com o
Ingenuity Pathway Software. Observa-se uma relacio funcional entre os genes
diferencialmente expressos (cinza) e outros genes (branco) que nao foram encontrados nas

bibliotecas deste estudo, mas que regulam genes que foram encontrados.

Identificacio e associacdo de genes em LMC

A fim de validar os resultados obtidos nas Bibliotecas Subtrativas foi feita a qPCR
usando os mesmos pools de granuldcitos usados para a construgdo das bibliotecas de SSH.
Os seguintes genes foram escolhidos para a validagcdo: genes encontrados na SSH de
controles: TOBI, PAN3, ITCH, FLT3, MIER e SLC25A37; genes encontrados na SSH de
LMC: RUNXI, GP1BA, SEPT5, e KPNAG6. Esses genes foram encontrados em apenas uma
das duas populacdes e foram escolhidos de acordo com o maior numero de vezes que
apareceram nas bibliotecas. Utilizando essa andlise, observou-se uma correlagao de 80%
entre o resultado da SSH e o encontrado pela técnica de qPCR, nessa etapa foram utilizadas
para a realizacdo dessa técnica as mesmas amostras que usadas na constru¢do das
bibliotecas, sendo que oito dos dez genes avaliados foram validados (Figura 18 e Figura

19).
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Para verificar o envolvimento desses genes no desenvolvimento ou progressdo da
LMC, o estudo foi ampliado para testar outras amostras de granuldcitos de pacientes com
LMC e doadores saudaveis. Os genes SEPTS5, RUNXI, FLT3, PAN3, TOBI e ITCH foram
escolhidos para esta andlise com base nas grandes diferengas na expressdo na comparacio
entre as duas bibliotecas. J4 os genes MIERI e KPNAG6 foram escolhidos porque ndo foram
validados nas amostras utilizadas para a constru¢do das biliotecas, entdo foi feita a
avaliacdo com o intuito de verificar se foi um erro na andlise do qPCR ou artefato da
técnica de SSH. A Figura 20 e Figura 21 mostram os niveis relativos da expressido desses
genes apods a normalizagdo, utilizando B-actina e GAPDH como genes endégenos.

A andlise estatistica mostra que as expressdes dos genes SEPTS5, RUNXI e FLT3
foram significativamente maiores em individuos com LMC, enquanto as expressdes de
PAN3, TOBI e ITCH foram significativamente menores LMC em comparacdo aos
controles. Comparando os resultados encontrados nas SSH’s com os resultados encontrados
utilizando qPCR em amostras de granulécitos de vdrios pacientes com LMC e controles
sadios observou-se que 75% dos resultados sdo iguais nas duas técnicas (de oito genes seis
foram validados). Apesar da expressao de MIERI estar aumentada em pacientes com LMC
e ter valor de p significativo, esse resultado ndo foi validado porque tal gene foi encontrado
na biblioteca de controles. J4 o gene KPNA6 nao foi validado porque, embora encontrado
na biblioteca de controles, ao utilizar as mesmas amostras usadas para a construcao das
SSH para a quantificacdo por real time, o resultado foi controverso. Quando foram
utilizadas as 12 amostras de pacientes e 10 amostras de controles o resultado foi igual ao
encontrado na SSH, porém nao significativo.

Entre esses genes, o TOBI pareceu ser promissor, uma vez que € um gene supressor
tumoral que pode estar envolvido na proliferacdo de células leucémicas, e que interage com
varios outros genes encontrados neste estudo, portanto teve sua expressao estimada em um

nimero maior de pacientes.
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Figura 20: Analise da expressido génica em granuldcitos de individuos controles comparada a
de pacientes com LMC a partir do qPCR usando os controles endégenos p-Actina e GAPDH.
A mediana ¢€ identificada por uma linha na figura. Utilizado teste de Mann-Whitney, valor de

P < 0,05 significativo. KPNAG6 nao teve valor significativo.
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Figura 21: Expressao génica de granuldcitos de individuos controles comparada a de
pacientes com LMC a partir do qPCR usando os controles endégenos p-Actina e GAPDH. A
mediana € identificada por uma linha na figura. Utilizado teste de Mann-Whitney, valor de P
< 0,05 significativo. MIERI apesar de ter valor de p significativo nao foi validado de acordo

com o resultado encontrado na SSH

Assim, devido a grande heterogeneidade de funcdes relacionadas com a expressdo do
gene TOBI, o nimero de vezes que ele apareceu nas andlises e a inexisténcia de uma
relacdo esclarecida entre esse gene e a LMC, neste estudo foi investigada a relacdo entre a
expressao de mRNA e as diferentes respostas aos ITK's na LMC. Esse gene foi avaliado
em doentes com resposta citogenética completa (CCgR), resposta citogenética parcial
(PCgR), resposta citogenética menor (MINCgR) e sem resposta citogenética (NoCgR) apés
tratamento com TKI’s e os resultados foram comparados com a expressao em granulocitos
de individuos controle. Os resultados obtidos mostram que os pacientes NOCgR t€m uma

expressao de TOBI significativamente inferior a de doadores saudaveis e pacientes que
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alcangaram CCgR (Figura 22). Pode ser observado que, ao confrontar controles e doentes
em fase crOnica usando imatinibe a expressdo também ¢ significativamente diferente,
portanto independente do paciente estar em fase cronica a expressdo do 7TOBI, ainda assim,
continua menor do que em individuos sadios (Figura 23). Em contrapartida, os pacientes
que respondem ao tratamento possuem um nivel de expressao notadamente mais elevada do
que os pacientes resistentes ao tratamento com TKI. Desse modo parece haver uma relacao
direta entre a LMC e a expressdo de tal gene, consequentemente a expressao diminuida

parece dificultar ou até impedir o alcancge da resposta ao tratamento (Figura 24).
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Figura 22: Expressdo do gene TOBI em granulocitos de pacientes com LMC e controles. Os
pacientes foram estudados de acordo com a resposta citogenética completa (CCgR), resposta
citogenética parcial (PCgR); resposta citogenética menor (MINCgR) e sem resposta
citogenética (NoCgR). p-Actina e GAPDH foram utilizados para a normalizacao. A mediana é
identificada por uma linha horizontal na figura. Teste de Mann-Whitney (P < 0,05). Dois

pacientes nao foram inseridos nessa analise devido ao tempo de inicio do tratamento.
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Figura 23: Comparacao do nivel de TOBI em granulécitos de controles sadios e de pacientes
com LMC em fase cronica em uso de imatinibe. p-Actina e GAPDH foram utilizados para a
normalizacio. Dois dos pacientes com resposta citogenética completa ndo estavam em uso de
iimatinibe. A mediana é identificada por uma linha horizontal na figura. Teste de Mann-

Whitney, P < 0.05 significativo.
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Figura 24: Investigacio da expressio de TOBI em pacientes responsivos e resistentes a ITK's.
B-Actina e GAPDH foram utilizados para a normalizacdo. A mediana ¢ identificada por uma

linha horizontal na figura. Teste Mann-Whitney, P < 0.05 significativo.
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Discussao

A técnica de SSH foi usada para identificar conjuntos especificos de genes cuja
expressao tem sido associada com a fase cronica de LMC e que pode contribuir para uma
melhor compreensao da doenca.

A andlise desenvolvida neste estudo mostra o potencial de identificacdo de genes-alvo,
comparando genes expressos nos granuldcitos de pacientes com LMC e doadores normais.
Um total de 39 genes foi encontrado estando superexpressos e 173 com expressiao
diminuida em células de LMC. Quando esses genes foram utilizados para identificar vias
metabodlicas que podem estar reguladas positiva (expressdo aumentada) ou negativamente
(expressdo diminuida) nessa doenca, verificou-se que a maioria dos genes estavam
relacionados com a regulacido de NF-kB, AKT, o Interferon e a IL-4 em células de controle.

NF-kB € um fator de transcricdo que se encontra em diferentes tipos de células e esta
envolvida em respostas celulares a estimulos tais como o stress, citocinas, radicais livres,
radiacao ultravioleta, e de antigenos virais e bacterianos (Albensi and Mattson 2000). Essa
via € ativada em resposta a vdarios agentes inflamatdrios, substincias cancerigenas,
promotores de tumor e fatores de crescimento (Albensi and Mattson 2000). Com
importancia fundamental na regulacdo da resposta imune, as mudangas que ocorrem na
regulacdo de NF-kB estdo diretamente relacionadas ao desenvolvimento de céincer ou
outras doengas inflamatdrias e auto-imunes (Pezzolesi, Zbuk et al. 2007).

A proteina de NF-kB € constantemente ativada por vias alternativas em células
cancerosas, que provavelmente causam resisténcia a apoptose e a formacdo de tumores
devido a um aumento da expressdo de RelA, a subunidade ativa de NF-kB em células BCR-
ABL (Bidere, Ngo et al. 2009). Assim, a regulagdo alterada desse fator de transcri¢do NF-
KB pode desempenhar um papel central no desenvolvimento de LMC (Stein and Baldwin
2011). Interessantemente, no presente estudo a via metabdlica de NF-kB também foi
encontrada em células de LMC, no entanto, a regulacido nessa populacdo foi realizada por

genes diferentes daqueles encontrados nas células dos individuos controle.
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Figura 25: O gene NFKB tem sua regulacio alterada em individuos com LMC.

Como visto na network da SSH de controles, o gene PTEN-6 € um dos genes regulados
positivamente nas células de individuos controle. Esse gene codifica um supressor de tumor
de fosfatase dupla especificidade, que regula negativamente a via da mitogen-activated
protein kinase (MAPK), que regula o crescimento e sobrevivéncia celular (Cerveira,
Bizarro et al. 2011). Por outro lado, em granulécitos de LMC essa via parece ser regulada
positivamente, principalmente pelo aumento da expressdo de caseina-quinase 1 alfa

(CSNK1), um gene que controla de forma positiva a expressdo de NF-kB e que estd

Proliferacao,
diferenciacéo e
apoptose

.@0@0

envolvida na proliferagdo de células de tumor (Zhao, Wang et al. 2012) .
Supressor tumoral RhoA inibidor de

I proteinas quinase

Proliferacao. Regulacado dos Fator de

diferenciacdo e sinais de transcricdo
apoptose transducao

Figura 26: Esquema mostrando como ocorre a regulacio de importantes genes em controles e
LMC.
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Deste modo essa via metabdlica parece ser regulada diferencialmente em granuldcitos
normais e de LMC, indicando que os genes envolvidos na ativacdo desta via pode ser uma
nova classe de potenciais alvos terapéuticos. Tomados em conjunto, os nossos resultados
indicam que essas vias podem ter um papel na LMC, juntamente com o gene BCR-ABL,
contribuindo para o controle da proliferacao de células e a desregulacdo da via em LMC.
Entre os genes superexpressos encontrados na LMC, observamos o SEPT5, RUNXI,
MIERI, KPNAG6 e FLT3, enquanto PAN3, TOBI e ITCH estavam com expressao diminuida

nessa doenga em comparacao com individuos controle.

O SEPTS é responsavel pela produgdo de uma proteina cuja translocagdo, em conjunto
com o gene MLL, tém sido relatada em pacientes com leucemia mieldide aguda e outras
neoplasias hematolégicas (Ichikawa, Asai et al. 2004). Recentemente esse gene foi indicado
como um candidato a biomarcador por promover a metilacio em tumor renal (Henrique,
Luis et al. 2012). RUNXI € uma proteina responsdvel pelo controle de angiog€nese e
hematopoese, mutagdes do gene RUNXI tém sido descritas em muitos tipos de leucemia

humana (Kohler, Speck et al. 1999; Blackmore, Mercer et al. 2008).

Ja o gene MIERI atua como um fator de crescimento induzido e, dependendo do
contexto celular, esse gene pode funcionar tanto como um ativador como um repressor de
transcri¢do génica (Murati, Brecqueville et al. 2012). KPNA6 € um membro da familia alfa
importina responsavel pela importacdo de fatores de transcri¢cdo importantes, tais como a
STATS3, que € uma proteina ativada através da fosforilacdo em resposta a diversas citocinas
e fatores de crescimento incluindo EGF, IFN, IL-5, IL-6, HGF, BMP2 e LIF (Daver, Strati
et al. 2013). A elevada expressao desse gene em células de LMC poderia estar relacionada
com a importacao continua de fatores de transcri¢cao e consequente ativacao de transcricao

de genes envolvidos na proliferacdo de células.

Outro gene encontrado com uma elevada expressao em células de LMC foi o FLT3. O
gene codifica receptores de tirosina quinase classe III, que regulam a hematopoiese. Apds a
ativacdo desses receptores ocorre a fosforilacdo e ativacdo de vdérios efetores
citoplasmdticos envolvidos na apoptose, proliferacio e diferenciacdo de células
hematopoiéticas na medula dssea. A ativacdo constitutiva dessa proteina, isto é&,

independente da ligagdo com outros genes ou proteinas, tem sido associada com o
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desenvolvimento de muitas doengas malignas mieldides (Tzachanis, Freeman et al. 2001;
Bai, Yang et al. 2004). No presente estudo, a expressao desse gene foi significativamente
maior em granulécitos de LMC, sugerindo que as vias de sinalizacdo desencadeadas por
esse gene também podem ser reguladas positivamente, o que contribui para alta
proliferacdo celular que € caracteristica do fenétipo agressivo observado na crise bldstica da
LMC.

Por outro lado, os genes PAN3, TOBI e ITCH tiveram a expressao reduzida em células
de LMC. Esses genes t€ém uma correlacdo importante, pois eles estdo envolvidos em vias
relacionadas a deadenilagdo da cauda poli A(PAN3) e eventos de transducdo de sinal
(ITCH); ambos estao envolvidos em vias moleculares nas quais 7OB1 também pode estar
envolvido. A ITCH ¢é uma proteina envolvida na regulacio positiva de sinalizacdo de TGF-
B por eventos de transducao de sinal de modulagdo proximais incluindo a associagdo de
receptor de TGF- com Smad2 e subsequente fosforilagdo de Smad2 (Naka, Hoshii et al.
2010). Essa associacdo pode estar envolvida na regulacdo da proliferacdo, diferenciacgao,
adesdo, migracao de células e outras fungdes em diferentes tipos de celulares. O gene PAN3
estd envolvido na traduc¢do de uma proteina envolvida na organizacdo da produ¢do mRNA,
sendo que esse processo envolve duas fases consecutivas, mediadas pelo PAN2-PAN3 e os
complexos de CCR4-Cafl. Nesse processo, a proteina TOB1 interage simultaneamente
com o complexo poli(A) de CCR4(nuclease)-CAF1(citoplasmatica) e o poli (A) da proteina
de ligacao PABPC1, aumentando deadenilagdo de mRNA in vivo (Ezzeddine, Chang et al.
2007)

Nao hda dados na literatura sobre a relacio de TOBI e LMC, entretanto estudos
sugerem que esse gene atue como supressor de tumor em varios tipos de cancer. Embora
esse gene tenha baixa expressdo descrita em diferentes tipos de cancer, os efeitos sobre
atividades como proliferacdo celular e metastase in vifro e in vivo ainda sdo mal
compreendidos, e as vias de sinalizagao e mecanismos relacionados permanecem obscuros.

O gene TOBI foi encontrado associado a regulacdo de Smad2 e Smad4, com isso
aumentando a ligacdo de SMAD ao promotor de IL-2, conduzindo a uma inibi¢do de IL-2 e
transcricdo de DNA (Tzachanis, Freeman et al. 2001). Foi relatado que a expressao
diminuida de TOBI € necessaria para que haja ativacdo de células T e sua expansio

(Ezzeddine, Chang et al. 2007), na LMC talvez seja possivel fazer essa correlacdo entre
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pacientes durante a progressao de doenga com a diminui¢do da expressdo. A desregulacio
destas vias, SMAD 2 e 4, pode estar envolvida no desenvolvimento de LMC de modo que
esse pode ser um potencial gene alvo para investigacdo no tratamento de doentes com
LMC.

O gene PAN3 estd envolvido na tradu¢do de uma proteina envolvida na organizacdo da
producdo mRNA. Esse processo envolve duas fases consecutivas, mediadas pelo PAN2-
PAN3 e os complexos de CCR4-Cafl. Nesse processo, a proteina TOBI1 interage
simultaneamente com o complexo poli(A) de CCR4(nuclease )-CAF1(citoplasmaética) e o
poli (A) da proteina de ligacio PABPCI, aumentando deadenilacio de mRNA in vivo
(Ezzeddine, Chang et al. 2007)

Nao ha dados na literatura sobre a expressdao de TOBI na LMC. Recentemente Kundu
et al. mostraram que TOB/ atua induzindo a apoptose e inibe a proliferacdo, migracio e
invasdo de células cancerigenas através da ativacao de Smad4 em vias gastricas e inibindo a
sinalizacdo de B-Catenina. Por outro lado, o silenciamento de TOB! induz a fosforilagcdo de
AKT e aumenta a expressao de f-Catenina (Kundu, Wahab et al. 2012).

Esse resultado sugere que a expressao diminuida de TOBI em pacientes NOCgR pode
ser indicativo de desregulacdo da apoptose e de vias de sinalizagdo importantes nessa
doenca incluindo a via da AKT, conduzindo assim a resisténcia aos ITK’s. A proteina
TOB1 pode também participar em diferentes vias, por ativagdo direta ou indireta, causando
alteracOes na expressdo. Uma das possibilidades € através da ativagdo do complexo RAS
(EGF) capaz de ativar as vias PI3K-AKT/mTOR e MAPK que sdo vias ativadas pelo
oncogene BCR-ABL. Jiao et al. relataram que a via PI3K/PTEN, além de ser essencial para
a carcinogenese, angiogenese e metdstases, pode ser um dos possiveis caminhos de
sinalizagdo para o controle da proliferacio e metastase de células de cancer do pulmao,
sendo esta via regulada por TOBI in vitro (Jiao, Sun et al. 2012).0 oncogene BCR-ABL
pode ativar as vias de SHC e GRB2 (que atua sobre ERK 1/2) (Figura 27). Essas vias estdo
também relacionadas com a ativacdo de uma cascata de vias metabdlicas associadas a
sintese proteica, expressdo génica, sobrevivéncia, motilidade e invasdo tecidual,
proliferacdo celular e a transformacao de células normais em células de LMC, fazendo aqui
um link com o fato de os pacientes resistentes mostrarem um nivel menor de expressao

desse gene. Além disso, a via RAS é importante na patogenia das leucemias Ph+ por estar
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associada a ativacdo de mutacOes na fase bldstica da doenga (Deininger, Goldman et al.
2000).

Devido a esses fatores, a criagdo de estratégias que levam ao melhor entendimento da
fisiopatologia da doenca e melhora no tratamento da LMC deve ser focada em vdrios genes
alvos e ndo apenas no BCR-ABL, pois no desenvolvimento dessa patologia estd envolvida a
ativacdo e desativacdo de vdrias vias de sinalizacdo celular. Todavia, assim como Kundu et
al. e Jiao et al., seria possivel esclarecer o mecanismo de atuacdo desses genes fazendo uma
vasta gama de ensaios funcionais em células leucémicas e BCR-ABL" e, em posse desses
resultados, dimensionar tal potencial de regulacdo em vias de sinalizacdo de grande
importancia em LMC. E diante de tantos estudos abordando esse gene, seria o TOBI um
possivel marcador prognéstico ou gene alvo em LMC? Deste modo, o segundo capitulo foi

trilhado na tentativa de elucidar tais questoes.
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Figura 27: Esquema dos possiveis mecanismos de atuacio de TOBI em PTEN e nas vias AKT e
ERK/MAPK. A- TOBI atua sobre PTEN que por sua vez atua sobre PI3K que esta ligado a EGF e
seus receptores agem em AKT e ERK/MAPK levando a ativacio do gene NFKB aumentando a
expressiao de Ciclina D1 e MMP’s. AKT inibe a expressiao de p-Catenina. B- TOB1 ativa SMAD4
que passa a inibir f-Catenina em cancer gastrico. C- A inibicdo de TOBI induz a fosforilacio de

AKT e consequente aumento de B-Catenina em cincer gastrico. D- A hipédtese é que também em

LMC TOBI atue sobre essas vias de sinalizacio a partir de sua ativacao pelo BCR-ABL.
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CAPITULO II - TOBI E SEPT5: AVALIACAO DO EFEITO DA INIBICAO GENICA NA
PROLIFERACAO, CLONOGENICIDADE, APOPTOSE, CICLO CELULAR E VIAS
METABOLICAS; PERFIL DA EXPRESSAO DESSES GENES EM LINHAGENS
CELULARES HUMANAS E DE CAMUNDONGOS; E AVALIACAO DA ADESAO
CELULAR DE GRANULOCITOS DE PACIENTES E INDIVIDUOS CONTROLE.

E sabido que fendmenos como a proliferacio, diferenciacio e apoptose de células
hematopoiéticas normais e leucémicas sdo regulados, dentre outros fatores, por estimulos
extracelulares de citocinas e interagdes com o microambiente. A resposta a esses estimulos €
transmitida da membrana celular ao nicleo através de vias de transmissdo de sinalizac¢do celular
(Steelman, Pohnert et al. 2004; Kornblau, Womble et al. 2006). A sinalizacdo anormal resulta de
mutacOes, alteracdo de expressdo ou ativacdo dos componentes das vias de sinalizacdo, com
consequente alteracao nos processos celulares, génicos e proteicos (Reuter, Morgan et al. 2000;
Gilliland and Tallman 2002; Steelman, Pohnert et al. 2004).

Em alguns dos relatos que h4, foi descrita uma relagcdo entre TOBI e a radiosenssibilizacdo
em células de cancer de pulmdo, sugerindo que esse gene seja um alvo molecular que modula a
atividade dessas cé€lulas a partir das vias MAPK/ERK e aumento da fosforilagao de P53 (Che, Lu
et al. 2013; Sun, Zhong et al. 2013). O gene SEPTS5 ji foi repetidas vezes encontrado em
neoplasias mieldides em criancas e adultos, porém sua associa¢do clinica com a patogenia dessas
doengas permanece sem esclarecimentos (Cerveira, Bizarro et al. 2011).

Viérios genes e proteinas tem fundamental importdncia no processo de transformacao
neoplésica e em diferentes processos em células hematopoiéticas - como a associacdo de AKT,
CRKL, JAK, BAD, ERK e PI3K com a oncoproteina BCR-ABL na LMC - (Baran and Saydam
2012) . Além disso, ndo existe na literatura uma relagdo clara entre os genes TOBI, SEPTS5 e o
desenvolvimento ou progressdao da LMC entdo surgiu a necessidade de avaliar qual seria o papel
funcional e expressao desses genes em células BCR-ABL.

Para isso foi realizado o silenciamento (inibi¢ao) dos genes utilizando vetores lentivirais, os
ensaios funcionais: Western Blot para avaliacdo das proteinas, MTT para estudo da proliferacao
celular, ensaio de formacdo de colonia para pesquisa de clonogenicidade, avaliagdo do ciclo
celular, além da pesquisa da atividade apoptotica, estudo da adesdo de granuldcitos além da

caracterizacdo da expressdo de TOBI e SEPT5 em diferentes tipos celulares.
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Casuistica e Métodos

Pacientes

Dentre os pacientes incluidos no estudo, como expresso anteriormente, foram usadas
amostras de leucdcitos totais e mononucleares de 25 pacientes, amostra de medula dssea de 18
pacientes e amostras dos mesmos 20 individuos controles utilizadas para os experimentos do

capitulo I e 12 doadores de medula Gssea.

Coleta da medula dssea

A coleta de medula 6ssea foi feita pelo médico responsdvel no dia em que o paciente
necessitava de coletar algum dos exames de rotina que utiliza o material da medula 6ssea como
substrato. Ja os doadores de medula dssea tiveram seu material coletado imediatamente apds o

termino da doacao.

Processamento do material da medula 6ssea
Para obtenc¢do de RNA das células de medula 6ssea (MO), estas foram coletadas em tubo
contendo anticoagulante EDTA e submetidas a lise de hemdcias com tampao contendo cloreto de

amoOnio. A seguir, as células foram submetidas a extracio de RNA — conforme descrito no

capitulo L

Linhagens celulares humanas

Para a caracterizacdo da expressdo dos genes TOBI e SEPT5 foram utilizados os RNA’s
de 15 linhagens celulares humanas adquiridas no banco de linhagens ATCC, Philadelphia, USA
(Tabela IV).
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Tabela IV: Descricao das linhagens humanas usadas neste estudo.

Linhagem Descrigdo

MOLT4 LLAT

HL60 Leucemia mielocitica aguda
Jurkat LLAT
Raji LLA B/Linfoma de Burkitt
Daudi LLA B/Linfoma de Burkitt
P39 Leucemia mielomonocitica
K562 Leucemia mieloide crénica em fase blastica, t(9;22)
NB4 Leucemia promielocitica aguda, t(15;17)
Kusgiz Leucemia mieloide crénica em fase blastica,
t(9;22),+der(9)t(9;22),
HEL Eritroleucemica
NALM Leucemia mieloide crénica em fase blastica, t{9;22)

KARPAS Linhagem celular T, CD4+
NAMALWA  Linfoma de Burkitt
V937 Linfoma Histiocitico

THP1 Leucemia monocitica aguda

Cultura das linhagens celulares BaF3"!" ¥P¢ BaF3PCR-ABLR210 g g3 13151

A cultura para proliferagdo das linhagens celulares de murino BaF3"d bPe Bap3BCeR-
ABLpZ]O, BaF3"*"! foi realizada em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal
e 50 ug/mL de estreptomicina (Gibco). As células foram incubadas a 37°C em atmosfera imida
contendo 5% de CO2 durante 7 dias, sendo que a cada dois dias as células eram centrifugadas e
colocadas em novo meio de cultura suplementado. Estas células foram gentilmente cedidas pelo
Dr. Brian Druker, do Howard Hughes Medical Institute, Oregon Health and Science University
dos Estados Unidos.

Padronizacio da concentracio de Puromicina

Anterior aos experimentos de silenciamento de RNA foi necessdrio fazer a padronizacdo
da concentracdo do antibidtico puromicina para se estabelecer a concentracdo minima necessaria
desse antibidtico que permita a sele¢do das células transfectadas com lentivirus.

A concentracdo de Puromicina foi padronizada de acordo com o protocolo do pSilencer
5.1-U6 Retro (Ambion) para que células K562, NB4 e KU812 que recebessem o lentivirus apds

transfeccdo pudessem ser selecionadas. Foi testada em culturas concentragdes de Puromicina
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entre 0 e 5,0 ug/mL (0/0,5/1,0/1,5/2,0/2,5/3,0/4,0/5,0) e avaliadas no 3°, 5°, 8°, 10° e 14° dia de
incubacdo a 37°C, 5%CO?2.

Células com expressdao estdvel de shRNAs podem ser selecionadas por meio de
antibidticos, pois muitos vetores contém marcadores de resisténcia aos mesmos (Tuschl and
Borkhardt 2002; Mittal 2004). Para a utilizagdo de um vetor viral contendo o plasmideo com o
inserto de interesse, € necessdria a utilizacdo do antibidtico puromicina para a selecao das células
que contém o plasmideo. A menor concentracdo de puromicina que permitiu morte celular total
das células que ndo continham o inserto apds 48h de cultura foi de 2,0png/ml para K562, 0,3ug/ml
para NB4 e lug/ml para a KU812. Dessa forma, tais concentracdes foram escolhidas como

Otimas para selecionar as células transfectadas.

Transfeccao das células K562, NB4 e KU812 usando lentivirus

Para a transfeccdo do plasmideo contendo a molécula interferente para os genes de
interesse por meio de lentivirus foi utilizado o Kit shRNA(h) Lentiviral Particles (Santa Cruz). As
particulas lentivirais ja estdo prontas para o silenciamento do gene de interesse - um lentivirus
especifico para cada gene de interesse - pois sdo providas de 3 a 5 construgdes plasmidiais com
inserto das sequéncias alvo especificas. Tais insertos sdo formados por 19 a 25 nucleotideos para
o silenciamento do gene de interesse. Da mesma forma, as particulas controle apresentam
plasmideos semelhantes, porém sem o inserto interferente. A Figura 28 representa o processo de
transdugdo pelas particulas virais e o mecanismo de a¢do do RNA de interferéncia.

Para o processo de transducdo foram utilizados 40 pl de virus (estoque de 200 ul, 1x10°
unidades virais de infeccio) para 5x10* células em 2 ml de meio RPMI suplementado com 10%
de soro fetal bovino. Para a melhor interacao entre a particula viral e a célula a ser transduzida foi
utilizado o reagente Polibrene® (Sigma, St. Louis, MO, EUA) a 3ug/ml. Apds esses produtos
serem adicionados foi realizado o processo chamado de espinoculagdo, no qual o recipiente
contendo o meio de cultura, as células a serem trasfectadas, as particulas virais e o polibrene, foi
centrifugado a 800g, 30°C por 60 minutos. Apds a centrifugacdo, o material foi incubado em
placa de 24 wells, por 4h em estufa 37°C a 5% de CO,. Prosseguiu-se com uma nova
centrifugacdo a 1500 rpm, 25°C por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células foram

ressuspendidas em 500 pl de meio de cultura com soro fetal bovino e deixado na estufa
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37°C/5%CO, por 72 horas em placa de 24 wells. Posteriormente foi adicionado o antibidtico

puromicina para a selecdo das células que apresentavam o plasmideo de interesse.

Particulas
lentivirais shRNA

O

Plamideo de DNA shRNA

Plasmideo contendo shRNA
entra por ransdugiao com as
particulas lentivirais

Transcricao de shRNA

Produto shRNA ¢é transcrito

YN shRNA
FCIIN

Loop de shRNA &
removido pela DICER .‘9 o
I ) 0 Dicer
Processamento em
siRNA pela Dicer

WY .
FNINTN siRNA

siRNA se liga aRISC
(complexo de silenciamento
RNA induzido)

WY N
I
Desenrolamento do siRNA

As cadeias de siRNA sio
separadas

NN RISC ativada
.’ -

0 complexo siRNA/RISC se
associa ao RNAm alvo
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Figura 28: Mecanismo de acdo da interferéncia de RNA a partir de shRNAs.

Culturas de linhagens celulares K562, NB4 e KU812

As linhagens K562, NB4 e KU812 sdo linhagens eritroleucémicas que quando
estimuladas essas células sdo capazes de se diferenciar em células da linhagem mieléide como
eritrécitos, granuldcitos e megacaridcitos (Tabela V).

Garrafas de cultura (Nunc, Naperville, IL, USA) contendo 1 X 107 células por 75cm? de
cada uma das linhagens, separadamente, foram mantidas em meio RPMI (GibcoBRL Life
Technologies, Grand Island, NY, USA), suplementado com 10% de soro bovino fetal, 100U/ml
penicilina (GibcoBRL) e 100mg/ml streptomicina (Gibco BRL).
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As culturas foram mantidas em atmosfera umidificada a 5% CO, e temperatura de 37°C.
Transfeccdes de DNA foram realizadas utilizando lentivirus de acordo com as recomendacdes
do fabricante (Santa Cruz). Depois da transfeccdo por lentivirus, cada uma das linhagens
celulares foram divididas em 3 grupos, cada um avaliado em 3 experimentos independentes
executados em duplicata. O grupo 1 € representado pelas células ndo transfectadas (células
controle) e os grupos 2 e 3 foram, respectivamente, células transfectadas com plasmideo sem a
sequéncia de RNA interferente (células controle negativo — shControle/shCTRL) e células
transfectadas com o plasmideo que expressa shRNAs especificos para TOBI ou SEPT5.

Apds a 72hs da transfec¢dao, 2,0png/mL/ 0,3 pg/mL/ 1 pg/mL de puromicina foram
adicionados ao meio de cultura contendo as linhagens celulares K562, NB4 e KU812
respectivamente. Depois da morte total do grupo 1, avaliada por Azul de Trypan (0.4%, Gibco),
durante a cultura dos outros grupos celulares, amostras de RNA e proteina foram coletadas em
diferentes pontos para confirmar o silenciamento. A morfologia das células foi analisada nestes
pontos através de laminas de citospin coradas com Leishman, a viabilidade através da coloracdo

com azul de trypan em camara de Neubauer.

Tabela V: Descricao das linhagens leucémica utilizadas para o silenciamento.

Linhagem Descricao Célula Diferenciada
K562 LMC em fase blastica, t(9;22) Megacariocito
NB4 Leucemia promielocitica aguda, t(15;17) Granulécito

KU812 LMC em fase Eritrécito

blastica,t(9;22),+der(9)t(9;22),
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Figura 29: Esquema da cultura das linhagens celulares K562, NB4 e KU812- As culturas foram
realizadas em meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal e divididas em trés garrafas,
cada uma delas caracterizando um grupo experimental. 72horas apo6s a infec¢do com o lentivirus
especifico foi adicionado o antibiético puromicina durante 14 dias com o objetivo de selecionar as
células que receberam o inserto. Apés o 14°dia, foi coletado um ponto inicial chamado Oh,
posteriormente as 24hs e 48hs para a retirada de material para extracido de RNA total e proteina.

As células foram mantidas a 37°C em atmosfera imida contendo 5% CO,.

Avaliacao do silenciamento por qPCR
Nos itens que se referem a avaliacdo por gPCR serdo mencionadas apenas as informagdes

que diferem das descritas no capitulo anterior.

Extracao de RNA
O RNA de todas as amostras foi extraido utilizando o método de extragdo com Kit
comercial — Rneasy Mini e Micro Kit (Qiagen GmbH, Hilden) segundo as instrugcdes do

fabricante.
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Sintese de cDNA

As amostras de RNA foram submetidas a sintese de DNA complementar (cDNA)
utilizando-se o kit RevertAid™ H Minus First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Life
Sciences). Para transcri¢ao, utilizou-se 3 pg de RNA que foram tratados com a enzima DNase |
(Invitrogen, Life Technologies) para remo¢do de DNA contaminante. O tratamento com DNase
consistiu na adi¢do de 1,0 ul de 1u/ul DNasel, 1,0 pl de 10x DNasel Reaction Buffer (200mM
Tris-HCI, 20 mM MgCI2, 500 mM KCI2) e adgua suficiente para um volume final de 10,0 pul de
reacdo. As amostras foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente e a reacdo
bloqueada com a adigdo de 1,0 pl de 25 mM de EDTA com posterior incubacio por 10 minutos a
65°C. Ap0s essa etapa, iniciou-se a sintese do cDNA complementar com a adi¢ao de 1,0 pl de 50
puM Oligo(dT) Primer, incubacdo por 5 minutos a 65°C. Posteriormente, foram adicionados 4,0ul
de 5X Reaction Buffer, 2,0 pul de ANTP Mix, 10 mM, 1,0 ul de RiboLock™ RNase Inhibitor e 1,0
ul de RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase. A reacdo ocorreu por 60 minutos a

52°C, seguida de 5 minutos a 70°C. Os primers dos genes de interesse utilizados nesta etapa

foram os mesmos utilizados para a realizacao do experimento descrito no capitulo anterior.

Western blot

Ao precipitado celular contendo 5x10* a 1x10” células foi acrescentado tampdo de
extragdo de proteinas contendo 100 mM Tris (pH 7.6), 1% Triton X-100, 150 mM NacCl, 0,1 mg
Aprotinina, 35 mg PMSF/mL, 10 mM Na3;VO,, 100 mM NaF, 10 mM NasP,07, ¢ 4 mM EDTA.
As amostras foram homogeneizadas até que se tornassem bastante fluidas. Ap6s 30 minutos a
4°C, essas amostras passaram por um processo de centrifugacdo a 4°C durante 20 minutos para
remog¢do dos restos celulares. Ao produto do extrato total proteico, adicionou-se tampao de
Laemmli contendo 100 mmol/L de ditiotreitol e foi colocado em banho seco por 4 minutos a
95°C. Ap0s isso, as amostras foram submetidas a eletroforese ou armazenadas a -80°C.

A eletroforese de proteinas foi feita em gel de poliacrilamida 8% a 10% -SDS-PAGE em
aparelho de eletroforese (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, Ca) em duas etapas
sendo a primeira de 30 minutos a 40V (para desempacotamento das proteinas) e a segunda 60
minutos a 120 V. A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana em aparelho
miniaturizado de transferéncia da Bio-Rad durante 90 minutos a 120V (constantes). A ligacao

dos anticorpos a proteinas ndo especificas foi reduzida por pré-incubacdo da membrana por 1
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hora com tampao de bloqueio (5% leite em pé magro Molico®- Nestle, 10 mmol/L Tris, 150
mmol/L NaCl, e 0.02% Tween 20) a 4°C. A membrana de nitrocelulose foi entdo incubada com
anticorpos especificos diluidos em tampao (0.3% de leite em p6 magro Molico®- Nestle) por 12
horas a 4°C e entdo sofreram 3 lavagens de 10 minutos em solucdo basal (10 mmol/L Tris, 150
mmol/L NaCl, e 0.02% Tween 20).

Os anticorpos primdrios utilizados foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA, USA): anticorpos monoclonais que reconhecem especificamente cada um dos genes de
interesse - Septind (sc-373903, sc-365271) e TOBI (sc-133095, sc-136969), além do anticorpo
policlonal que reconhece a Actina (sc-1616), O sistema de revelacdo usado foi baseado em
quimiluminescéncia, e realizado de acordo com orientagdes do fabricante, ECL™ Western Blot
Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech, UK). Em suma, as membranas foram incubadas
por 1 hora com o anticorpo secunddrio, conjugado a Actina, lavadas novamente, e entdo
submetidas ao substrato da enzima, resultando em um produto luminescente, detectado por
autorradiografias em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY). A intensidade de
expressao proteica foi normalizada pela expressdo da Actina.

Também foram utilizados os anticorpos monoclonais que reconhecem a fosfotirosina (p-
Tyr) (sc-508), p-ERK (sc-7383), P70S6K (sc-8418), CRKL (sc-319) e anticorpos policlonais que
reconhecem Aktl/2 (sc-8312) e BAD (sc-943). Anticorpos monoclonais que reconhecem p-Akt
(9271) e p-CRKL (3181) foram obtidos da Cell Signaling Technology (Cell Signaling, Danvers,
MA, USA) e Anti-ERK1/2 (13-6200) da Zymed (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A intensidade
de expressdo protéica foi normalizada pela expressao da actina e a intensidade da fosforilagao

protéica foi normalizada pela expressdo da proteina correspondente.

Methylthiazoletetrazolium (MTT)

A proliferacdo celular foi mensurada pelo ensaio de Methylthiazoletetrazolium (MTT;
Sigma, St. Louis, MO, EUA). Células shControle, shTOB1 e shSEPT5 foram submetidas a
privacdo de soro fetal bovino (SFB) 2 0.5% por 12 horas. Um total de 2,5x10° células por pogo
foram plaqueadas em uma placa de 96 pogos em meio RPMI 10% SFB na auséncia ou presenca
de diferentes concentragdes de mesilato de imatinibe (0 e 1 pM) por 48 horas. Em resumo, 10 pL
de uma solucdo a Smg/mL de MTT foram adicionadas nos pogos e incubadas a 37°C por 4 horas.

A reagdo foi parada pela adicdo de 100uL de 0,1N HCI em isopropanol. O crescimento celular foi
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avaliado pela mensuracdo da absorbancia a 570 nm, utilizando um leitor automético de placas
(equipamento geralmente utilizado para leitura de Elisa). Todas as condi¢des foram testadas em

seis replicatas.

Ensaio de formacao de colonia

Esse ensaio foi realizado em meio semissolido de metilcelulose (O,SXIO3 células/mL;
MethoCult 4230; StemCell Technologies Inc., Vancouver, BC, Canada). As coldnias foram
detectadas apds oito dias de cultura pela adicio de 1mg/mL de reagente MTT e as contagens
foram realizadas com o auxilio do Image J quantification software (U.S. National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA). Células transfectadas foram submetidas ao ensaio de formacdo de
coldnias na auséncia ou presenca de mesilato de imatinibe (0 e 1 uM). Todas as condi¢des foram

testadas em triplicatas.

Analises do ciclo celular

As células foram fixadas em etanol 70%, por pelo menos 2 horas a 4°C antes das anélises
e incubadas com 20 pg/mL de iodeto de propidio (PI) contendo 10 pg/mL de RNase A por 30
minutos a temperatura ambiente. As andlises da fluorescéncia celular foram realizadas com um
FACSCalibur (Becton—Dickinson, CA, USA). Os resultados das distribuicdes do DNA foram
analisados pelo Modifit (Verify Software House Inc., Topsham, ME, USA) para se determinar as

propor¢des de células nas fases do ciclo celular.

Avaliacao de apoptose usando anexina-V e PI

Células transfectadas foram semeadas em placas de 12 pogos e tratadas com diferentes
concentracdes de mesilato de imatinibe (0 e 1 uM) por 48 horas. As células foram entdo lavadas
duas vezes com PBS gelado e ressuspendidas em tampao de ligacdo contendo 1pg/mL de PI e
Iug/mL de FITC anexina-V (Becton—Dickinson, CA, USA). Apds incubagdo no escuro durante
15 minutos em temperatura ambiente, todas as amostras foram analisadas em citometro de fluxo

FACSCalibur. Dez mil eventos foram adquiridos para cada amostra.
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Avaliacao da atividade de Caspases 3,8 e 9

A atividade da caspase 3, caspase 8 e caspase 9 foi medida conforme as instrugoes
recomendadas pelo fabricante (Calbiochem, LaJolla, CA, EUA). As células transfectadas foram
semeadas em placa de 6 pocos e tratadas ou ndo com diferentes concentragdes de mesilato de
imatinibe (0 el pM) por 48 horas. As células (2,5x10° células/mL) foram incubadas com: FITC-
DEVD-FMK (1:300) para caspase 3, FITC-IETD-FMK (1:300) para caspase 8 e FITC-LEHD-
FMK (1:300) para caspase 9; em meio ndo suplementado durante 60 minutos a 37°C em
atmosfera imida a 5% de CO2. As células foram entdo lavadas, ressuspendidas em meio nao
suplementado e conservadas em geladeira até o momento da leitura. Apds isso, foram analisadas

por citometria de fluxo usando o canal FL-1 no aparelho FACSCalibur.

Adesao celular em fluxo

Foi utilizado o sistema Cellix VenaFlux platform™ que permite a realiza¢ao de ensaios in
vitro mimetizando situacdes in vivo que ocorrem no fluxo sanguineo. A plataforma utiliza um
sistema de biochips com até 8 canais que sdo revestidos com proteinas da matriz extracelular
(nesse caso a fibronectina) como agente ligante. Uma nanobomba € utilizada para emitir um fluxo
continuo, produzindo a forca exercida pelo fluxo sanguineo humano considerada normal nos
capilares do mesmo didmetro dos usados no aparelho (O,Sd/cmz), e a adesdo destas células ao
canal pode ser observada através de um microscopio invertido. A andlise das imagens adquiridas
¢ feita através do software DucoCell™ que quantifica parametros morfométricos das células

(Figura 30).
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experimento de adesdo de granulécitos em seis tempos diferentes em um campo.

Ensaio de adesao em fluxo e interpretacio dos resultados

Primeiramente o biochip foi preparado adicionando-se 10uL do ligante Fibronectina
20pug/mL em cada canal, em seguida o chip foi incubado em uma camara timida a TA por 2hs.
Apo6s este periodo, os canais do biochip foram bloqueados com BSA 1% por 30 minutos, e
lavados duas vezes com PBS.

Cerca de 35uL da suspensdo celular de granuldcitos contendo 5x10° cels/mL foram
dispensados nos canais do biochip e entdo foi iniciado o fluxo de células, nos 3 minutos iniciais
dispensou-se os granuldcitos, tirando fotos nos primeiros 10 segundos e nos 2’40°° para
contagem e comparacdo do nimero de granuldcitos, em seguida iniciou-se a tiragem sequencial
de fotos a cada segundo. O numero de células aderidas foi avaliado em trés diferentes posi¢des do

canal e todos os experimentos foram realizados em duplicata.

Resultados

Cultura e transfeccao das linhagens celulares K562, NB4 e KU812
As linhagens celulares K562, NB4 e KU812 foram proliferadas por 7 dias e mantidas

nesse periodo apenas em meio de cultura RPMI enriquecido com 10% de soro fetal bovino.
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Houve proliferacdo celular, com maior porcentagem de células vivas em relacdo as células
mortas visualizadas pela contagem em camara de Neubauer com azul de Trypan.

Essas células apresentaram crescimento formando grumos, e ao final deste periodo de 7
dias pode-se observar que as células estavam em fase exponencial de proliferacao, possibilitando
assim a realizacdo dos experimentos pretendidos.

Apo6s ser realizada a infeccdo das células K562, NB4 e KU812, essas células foram
mantidas em estufa por 72 horas e posteriormente foi adicionado o antibiético puromicina ate o
14° dia ap6s esta infecc@o. No 14° dia, tempo que a cultura controle levou para ter a morte celular
completa, tem-se a garantia de que todas as células que estdo vivas sdo células infectadas, a partir
desse momento foi colhido material para extracio de RNA e proteina.

Para todos os ensaios funcionais que serdo abordados neste capitulo, serdo mostrados os

resultados obtidos em relacdo ao gene TOBI e depois os resultados do gene SEPTYS.

Avaliacio do silenciamento dos genes por PCR

Ap6s a transfecgdo e selecdo pelo antibidtico, foram coletadas amostras de cada uma das
linhagens celulares para verificacdo da diminuicdo da expressdo de cada um dos genes
especificamente, confirmando assim se houve ou ndo um silenciamento eficiente. Os resultados
refletem os valores de trés experimentos independentes para cada um dos genes e para cada uma
das linhagens. As barras shCTRL representam a expressdao do gene estudado a partir de células
controle, ou seja, aquelas em que foram inseridos apenas plasmideos sem o inserto interferente e
as barras shTOB1 e shSEPTS representam a expressao do gene estudado a partir de células que
apresentam o plasmideo produtor do RNA interferente. A expressdo dos genes estudados foi
normalizada pelos controles endégenos f-actina e GAPDH, e os resultados foram analisados
usando 27447,

A Figura 31 mostra a expressdo génica de TOBI em relagdo as culturas controles nas trés
linhagens celulares que foram transfectadas. Reducgdo significativa na expressao génica de TOBI
em K562 (78 + 3,6%) e NB4 (83,7 + 2,6%) foi detectada nas células shTOB1 quando

comparados com shCTRL. Nas células NB4 o silenciamento nao foi efetivo.
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Figura 31. ShRNA especifico para TOBI mediado por lentivirus resultou no silenciamento efetivo de
TOBI em células K562 e NB4. Quantificacio da expressio de TOBI nas células shTOB1 em relacao
a expressao das células shCTRL(Controle). Os graficos de barras representam a médiazDP de 3

experimentos independentes. *P<(0.05, teste ¢ student.

A Figura 32 mostra a expressdo do gene SEPTS5 em relagdo as culturas controles nas trés
linhagens celulares que foram transfectadas. Pode-se notar uma reducdo significativa na
expressao de SEPTS em K562(80,2 + 2,1%), NB4 (78,1 + 3,1%) e KU812 (72,1+ 1,4) detectada
nas células shSEPT5 quando comparadas com shCTRL.

shSEPTS K562 shSEPTS NB4 shSEPTS KUB812
2.5 " 204 * 1.8 %

shCTRL shSEFTS ’ shCTRL ShSEPTE ’ shCTRL ShSEPTE

Figura 32. ShRNA especifico para SEPT5 mediado por lentivirus resultou no silenciamento efetivo
de SEPT5 em células K562, NB4 e KU812. Quantificacio da expressio de SEPT5 nas células
shSEPT5 em relacio a expressao das células shCTRL(Controle). Os graficos de barras representam
a médiazDP de 3 experimentos independentes. *P<0.05, teste ¢ student.

Avaliacao do silenciamento por Western blot

A expressdao dos genes em estudo foi determinada por qPCR e Western blot. Foram
realizados os westerns blots apenas na linhagem celular K562. Houve reduc¢do na expressao
protéica de TOB1 e SEPT5 nas células inibidas — shTOB1 e shSEPTS — quando comparada com
shControle (Figura 33).
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Figura 33. Analise do silenciamento génico por Western Blot, a partir de extratos protéicos de
células shTOB1, shSEPTS5 e shControle. (A) A membrana foi incubada com anticorpos anti-TOB1
(45kDa), (B) anti-SEPTS5 (40kDa) ou anti-Actina (42kDa) como controle da quantidade de proteina

aplicada no gel.

Avaliacio da proliferacao celular usando Methylthiazoletetrazolium (MTT)

O efeito do silenciamento de TOBI e SEPT5 na proliferacdo das linhagens celulares
inibidas foi avaliado por MTT ap6s 48 horas de cultura. Dessa forma, todas as células foram
submetidas ao tratamento com imatinibe associado ou ndo ao silenciamento dos genes TOBI e
SEPT5. Em todos os ensaios funcionais o tratamento com imatinibe teve como objetivo o
controle positivo da eficiéncia dos métodos.

Em relacdo ao gene TOBI, a proliferacdo foi aumentada nas células shTOB1 quando
comparadas as shControle tanto em K562 (grifico A) quanto em NB4 (grafico B) — Figura 34. Os
resultados mostram que a proliferacdo celular, nesse caso, estd relacionada ao silenciamento do

gene em questdo.
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Figura 34: O silenciamento de TOBI aumenta a proliferacio celular em células K562 e NB4 . A
proliferaciao celular foi determinada pelo ensaio de MTT apés 48 horas de incubacio de células

shTOB1 e shControle usando 0 e 1uM de imatinibe. Os resultados sdo apresentados como média+
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DP de seis replicatas e é representativo de 3 experimentos independentes. Teste ¢, Mann-Whitney,
P<0.05.

Ao se avaliar o efeito do silenciamento de SEPT5 na proliferacdo celular, nota-se que nao
houve alteracdo celular significativa em nenhuma das trés linhagens avaliadas na populagdo
shSEPTS em relacdao a shControle. Na figura a seguir sdo mostrados os resultados obtidos em

relacdo as células K562 (grafico A), NB4 (grafico B) e KU812 (grafico C) —Figura 35.
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Figura 35. O silenciamento de SEPT5 nio altera a proliferacao celular em células K562, NB4 ou

KU812. P<0.05 foi considerado significativo, teste ¢, Mann-Whitney.

Ensaio de formacao de colonia

O ensaio de formacdo de colonias foi utilizado para determinar se o silenciamento dos
genes em estudo € capaz de provocar alguma alteracdo no crescimento clonal de células K562,
NB4 ou KU812.

Em relagdo ao gene TOBI, tanto na linhagem celular K562 quanto na NB4, houve um
significativo aumento (K562: p= 0.011/ NB4: p= 0.012) no nimero de colonias formadas na
cultura de células shTOB1 em comparacdo as células shControle (Figura 36). O tratamento com
imatinibe ndo resultou em uma inibi¢do dose-dependente na formagdo de colonias de células
K562 e NB4. Esses resultados mostram que o silenciamento de TOBI nesses modelos celulares

aumenta a capacidade de formagao de novos clones.

135



shTOB1 K562 shTOB1 NB4

A. 200- B. is0- p=0.012
s 0=0.011 5 -
2 1504 £ 2
E % 1001
:C! =
=] g
‘2 100+ =
& %
H & 504
= 501 g
= S
© =
0

Figura 36. O silenciamento de TOBI aumenta a clonogenicidade em células K562 (A) e NB4 (B).
Colonias contendo células viaveis foram detectadas pela adi¢io de MTT apés 8 dias de incubacio de
células shTOB1 e shControle na auséncia ou presenca de mesilato de imatinibe (0 ou 1 uM) em meio

metilcelulose. Foi considerado significativo p<0.05, teste ¢, Mann-Whitney.

Quando se inibe o gene SEPTS5 ndo se observam alteracdes significativas na formacgao de
colonias em nenhuma das trés linhagens avaliadas. Nas culturas da linhagem K562 o nimero de
colonias formadas foi semelhante nas células shCTRL (colunas cinzas do grafico A) e nas células
shSEPTS5 (colunas em branco do grafico A) na auséncia de imatinibe e com 1uM. Na avaliacdo
das culturas de linhagens NB4 e KU812 pode-se notar uma pequena diminui¢do, porém nao
significativa, no nimero de colonias formadas nas células shSEPTS na auséncia de imatinibe.
Quando se utiliza a dose de 1 uM de imatinibe o nimero de coldnias formadas foi igual nas duas
condigoes.

Esses resultados sugerem que, apesar de o gene SEPT5 ter uma importante fun¢do na

citocinese e multiplicacdo celular, sua inibicdo nesses modelos celulares ndo altera a

clonogenicidade.
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Figura 37. O silenciamento de SEPTS5 nao altera a clonogenicidade em células K562 (A), NB4 (B) e
KU812 (C). As diferencas observadas nos graficos nao foram significativas pelo teste ¢ student, pois o

valor de p foi considerado significativo quando p<0,05.

Analises do ciclo celular

Os resultados da avaliacdo do efeito do silenciamento de TOBI no ciclo celular, feito por
citometria de fluxo, mostraram um actimulo significativo de células K562 e NB4 na fase S, com
consequente diminuicdo das células na fase G2 do ciclo celular em células shTOB1, quando
comparadas as células shControle (Tabela VI e Tabela VII). A fase S € o periodo durante o ciclo
celular no qual ocorre a replicacdo do RNA, correlacionando com os resultados encontrados na
SSH observamos na biblioteca de LMC a alta producdo de RNA polimerase II indicando que as
células de LMC estdo produzindo uma quantidade exagerada de proteinas utilizadas para a

codificagdo da maioria dos genes em eucariotos.

Tabela VI. Efeito do silenciamento do gene TOB/! nas fases do ciclo celular em K562

Fases do ciclo celular (%)

Célula K562
Go/Gy S Go/M
shControle 42.80+10.8 36.28+6.8 20.92+5.7
shTOB1 24.98+4 2* 65.82+7.3* 9.20+11.9*

*p<0,05; teste t student.
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Tabela VII. Efeito do silenciamento do gene TOB1 nas fases do ciclo celular em NB4
Fases do ciclo celular (%)

Célula NB4
Go/G1 S G./M
shControle 46.08+12.3 31.57+4.6 22.3515.7
shTOB1 28.375.1* 72.01+£2.4* 5.81+3.8*
*p<0,05; teste t student.

shCTRL K562 ] shTOB1 K562

camOo

Figura 38: Ciclo celular de células controles e células inibidas para TOBI.

O silenciamento de SEPTS5 em células K562 induziu a uma parada na fase Go/G; e S, e
diminui¢do de células na fase G2/M do ciclo celular (Tabela VIII). Em células NB4 houve uma
diminui¢do significativa no nimero de células que entraram na fase G2/M em shSEPTS5 (Tabela
IX). Quanto a avaliagio em KU812, ndo foram observadas alteracdes significativas entre

shSEPTS5 e shControle (Tabela X).

Tabela VIII: Efeito da inibicdo do gene SEPT5 nas fases do ciclo celular em K562

Fases do ciclo celular (%)

K562
Go/Gy S Go/M
shControle 42.80+10.8 36.28+6.8 20.92+5.7
shSEPT5 38.94+8.4 60+5.1* 1.0+2.9*

*p<0,05; teste t student.
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Tabela IX: Efeito da inibicdo do gene SEPTS nas fases do ciclo celular em NB4

Fases do ciclo celular (%)

NB4
Go/Gq S Go/M
shControle 46.08+12.3 31.57+4.6 22.35+5.7
shSEPT5 50.56+6.1 45.0+11.9 4.72+6.0*

*p<0,05; teste t student.

Tabela X: Efeito da inibi¢do do gene SEPT)5 nas fases do ciclo celular em KU812

Fases do ciclo celular (%)

Ku812
Go/Gy S G./M
shControle 70.4519.77 20£8.9 9.59+10.1
shSEPT5 64.961+2.4 26.85+7.91 8.1945,71
*p<0,05; teste t student.

shCTRL K562 2 | shSEPTS K562

Figura 39: Ciclo celular de células K562 controle e silenciadas para SEPTS5.

Avaliacio da atividade de apoptose por marcacao com anexina-V e PI

Para investigar os efeitos do silenciamento do gene TOBI e SEPT5 sobre a alteragdao da

apoptose celular, um dos métodos utilizados foi a taxa a avaliacdo por citometria de fluxo apds

incubacgdo de células com anexina V/PL

Ao analisarmos os resultados da inibicdo de TOBI em relagdo a apoptose de K562 e NB4

observamos que nao houve diferenca na porcentagem de células em atividade apoptética entre as

células shTOBI1 e shControle (Figura 40).

139



A - shTOB1 K562 B. . shTOB1NB4
3 £ T
= 204 g
s £ 154
f 1
() e e
> | T 2 o)
=N
o -
% 54 5‘ 5
= 0 r . £,
& & & &
\,@? \QQ \,\Q \\Q ﬁ‘s ,\@9 \s} \\3‘5\

& ¥ & & & & & F

£ & & S £ & & S

Figura 40. O silenciamento de TOBI nao altera a atividade de apoptose e necrose celular em células
K562 (A) e NB4 (B). A apoptose foi detectada por citometria de fluxo em células marcadas com

anexina-V e PIL. As diferencas observadas nos graficos nao foram significativas pelo teste ¢ student,

pois o valor de p>0,05.
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Figura 41: Citometria de fluxo para anexina V/PI em células K562 shCTRL e shTOB1.

Quando o gene SEPT5 foi inibido, a atividade apoptdtica se mostrou diminuida nas
linhagens K562 e KU812 nas células sShSEPTS5 em relacdo as shControle, porém a diminui¢ao em
K562 nio foi significativa. Em NB4 ndo houve alteragao desta atividade nas células inibidas. Nao

houve sinergismo entre o tratamento com imatinibe e a inibicao.
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Figura 42. O silenciamento de SEPT5 diminui a atividade de apoptose celular em células K562 (A)
porém o valor de p nao foi significativo, e KU812 (C) com p significativo. Em NB4 (B) nio houve
alteracido da atividade apoptoética. As diferencas observadas no grafico A nao foram significativas.

Teste t, Mann-Whitney, significativo p<0.05.
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Figura 43: Atividade apoptotica verificada por citometria de fluxo em células KU812 shCTRL e
shSEPTS marcadas com Anexina V/PL.

Avaliacido da apoptose celular pela atividade das caspases 3,8 ¢ 9
A avaliacdo do efeito do silenciamento dos genes em estudo sobre a apoptose das células
também foi avaliada apds incuba-las com FITC-DEVD-FMK, FITC-IETD-FMK e FITC-LEHD-

FMK para mensuragdo da atividade das caspases 3, 8 e 9 respectivamente.
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Em K562, na auséncia de imatinibe houve diminuicdo significativa na atividade da
caspase 3 em shTOB1. Células K562 shTOBI tiveram diminui¢do significativa da atividade das

caspases 3, 8 e 9 na presenca de imatinibe.
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Figura 44. O silenciamento de TOB1 diminui a atividade das caspases 3(A), 8(B) e 9(C) e tem efeito
dose-resposta com o imatinibe. A atividade de caspases foi detectada por citometria de fluxo em
células shControle e shTOB1 incubadas na auséncia ou presenca de imatinibe (0 e 1uM) por 48

horas. Foi considerado significativo p<0.05, teste t, Mann-Whitney.

Em células NB4 o efeito do silenciamento de TOBI seguiu semelhante ao perfil

encontrado em K562.
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Figura 45. O silenciamento de TOB1 em células NB4 diminui a atividade da caspase 3(A), caspase 8
(B) e na caspase 9 (C) em presenca ou auséncia de imatinibe. Foi considerado significativo p<0.05,

teste t, Mann-Whitney.
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A inibicdo de SEPTS5 em K562 aumentou significativamente a atividade da caspase 3
(grafico A) nas duas condicdes avaliadas, com p= 0.04 e p=0.05. Na caspase 8 (grifico B) e 9
(grafico C) nao foi observada alteragdo significativa da atividade das caspases entre ShSEPTS e
shControles apesar de observar-se uma tendéncia a aumento nas diferentes condi¢des e linhagens

estudadas.
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Figura 46: Avaliacdo do efeito do silenciamento de SEPT5 na atividade das caspases 3, 8 ¢ 9 em
K562 na auséncia ou presenca de imatinibe (0 e 1uM). Foi considerado significativo p<0.05, teste ¢,

Mann-Whitney.

Para as linhagens NB4 (Figura 47) e KU812 (Figura 48) a inibicdo de SEPT5 ndo
acarretou em nenhuma alteracdo significativa na atividade das caspases 3, 8 € 9 em nenhuma das

condig¢des avaliadas.
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Figura 47: Avaliacdo do efeito do silenciamento de SEPTS na atividade das caspases 3, 8 ¢ 9 em

NB4. Foi considerado significativo p<0.05, teste ¢, Mann-Whitney.
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Figura 48: Avaliacdo do efeito do silenciamento de SEPT5 na atividade das caspases 3, 8 ¢ 9 em

KUS812. Foi considerado significativo p<0.05, teste t, Mann-Whitney.

Avaliacdo do efeito do silenciamento de TOBI, em células K562, nas vias de
sinalizacado mMTOR/AKT E MAPK

Algumas importantes vias de sinalizac¢io tém sido descritas como ativadas por BCR-ABL,
PI3K-Akt/mTOR e MAPK (Dearth, Cui et al. 2007). Dessa forma, o efeito do silenciamento do
TOBI na ativagao das vias PI3K-Akt/mTOR e Ras/MAPK foi avaliado em células K562, que sao
BCR-ABL positivas. A fosforilacdo de Akt foi aumentada nas células shTOB1, quando
comparada as células shControle. Houve também diminuicdo na fosforilagdo de ERK1/2 nas
células shTOB1 quando comparadas as células shControle (Figura 49). O aumento na
fosforilacdo da proteina Akt e aumento da proteina P70S6K apesar da diminui¢do de ERK1/2
estdo de acordo com os resultados observados nos experimentos funcionais, que evidenciaram

aumento da proliferacao celular nas células silenciadas para TOBI.
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Figura 49: O silenciamento de 70B! diminui a fosforilacio de ERK 1/2, aumentou a

fosforilacio de AKT 1/2 e de P70S6K em células K562. Western blot de extratos protéicos de

células shControle e shTOB1 para avaliacdo da expressao de fosfo-Akt, fosfo-P70S6K e fosfo-

ERK1/2; as membranas foram re-incubadas com o anticorpo para deteccio da proteina total
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respectiva.

Avaliacao do efeito do silenciamento do 7OB1 nas vias de apoptose celular e CRKL

A expressao da proteina pro-apoptética BAD e sua porcdo fosforilada (p-BAD) diminuiu
em células submetidas a inibi¢do de TOBI quando comparadas as células controles (Figura 50)
Estes dados corroboram com os resultados obtidos nos ensaios funcionais, que evidenciaram

diminui¢ao da apoptose celular em células shTOB1.
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Figura 50: O silenciamento de TOB1 diminuiu a expressio de BAD e pBAD em células K562.

Western blot de extratos protéicos de células shControle e shTOB1 para avaliaciao da expressido de
BAD e fosfo-BAD; as membranas foram re-incubados com o anticorpo para detec¢iao da proteina

total respectiva.

Nao foi observada modulacido nos niveis de fosforilacio da CRKL nas células shTOB1

quando comparadas com as células shControle.
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Figura 51: O silenciamento de TOB1 nao modula a fosforilacdo de CRKL em células K562.
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Estudo da expressao dos genes SEPT5 e TOB1

Como descrito no capitulo I o padrio de expressdo desses genes foi determinado em
células granulociticas, uma vez que esta € a linhagem de maior proliferacio na LMC, além do
que, poucos estudos relacionados com LMC relatam sobre esse tipo celular. Também foi
estudada a expressdo dos genes em leucdcitos totais, células mononucleares, medula dssea de
individuos controle e de pacientes com LMC, linhagens celulares humanas e de murino. Também
foi verificada, sumariamente, a diferenca nos niveis de ades@o celular entre granuldcitos de

controles e pacientes com LMC.

Expressao do gene SEPT5

Assim como no capitulo I, observa-se que a expressdo do gene SEPTS5 € maior nas
amostras de pacientes com LMC do que em amostras controles. Na Figura 52 pode ser observada
a expressdo dos grupos de células mononucleares, leucdcitos totais e células da medula 6ssea de
individuos controle e pacientes. Isso sugere que esta expressdao poderia estar aumentada em todas

as células humanas que possuem a translocacio BCR-ABL.
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Figura 52: Expressao do gene SEPT5 em células mononucleares (MONO), leucécitos totais
(LEUCO) e medula 6ssea (MO) de individuos controle (CTRL) e pacientes com LMC avaliada por
gPCR. As linhas horizontais representam a mediana. Foi considerado significativo p<0.05, teste ¢,

Mann-Whitney.
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Figura 53: Analise da expressao do gene SEPT5 em linhagens celulares de murino.

Ao estudar as linhagens humanas, algumas das linhagens mieldides que mostraram
expressdao aumentada do gene s3o linhagens que possuem a translocacdo t(9;22) e estdo
relacionadas com a fase blastica da doenga[K562, KU812, NALM] outras sdo linhagens
presentes em leucemias agudas [HL60, P39, NB4]. Das linfoides, os maiores niveis de expressao
foram de LLA T, B ou Burkitt (Figura 54). Esse resultado corrobora com os dados da literatura

que mostram a presenca desse gene ativo em neoplasias mieldides.
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Figura 54. Expressio do RNAm do gene SEPT5 em amostras de diferentes linhagens celulares
linfoides, mieldides e de linfomas; além da expressdo em medula 6ssea de individuos controle (MO).

A linhagem K562 foi utilizada como amostra calibradora.

Caracterizaciao da expressao do gene TOB1

Foi feita a caracterizagdo da expressio do gene TOBI em células mononucleares,
leucdcitos totais, medula dssea de pacientes e controles, 15 linhagens celulares de humano e 3
linhagens de murino BaF3"”", Baf3/BRABLR2IOW o Bap3Tl No capitulo T foi relatada a
expressao em células granulociticas.

Quando verificados os resultados obtidos nesses diferentes tipos celulares é possivel
afirmar que independente do tipo celular ou fase da doencga este gene tem uma expressao menor

em pacientes com LMC quando comparados a individuos sauddveis.
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Figura 55. Expressio do gene TOBI, por qPCR, em células mononucleares (MONOQO), leucécitos
totais (LEUCO) e medula éssea (MO) de individuos controle (CTRL) e pacientes com LMC. As
linhas horizontais representam a mediana. Foi considerado significativo p<0.05, teste t, Mann-

Whitney.

Na avaliacdo de TOBI em linhagens celulares humanas encontrou-se uma expressao
muito aumentada na linhagem celular NAMALWA que é proveniente de linfoma de Burkitt.
Também € possivel observar uma alta expressao em HL60, P39 e KARPAS, essas sao linhagens
de leucemia mieloide aguda, leucemia mielomonocitica (com caracteristicas de siindrome
mielodisplasica e de sindrome mieloproliferativa) e linhagem celular T, CD4+. Em células Ph*

como na K562, KU812 e NALM hé diminui¢do da expressao (Figura 56).
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Figura 56.Expressao do RNAm do gene 7OBI em amostras de diferentes linhagens celulares
linfoides, miel6ides e de linfomas, além da expressao em medula 6ssea de individuos controle (MO).

A linhagem K562 foi utilizada como amostra calibradora.

Quando comparadas as linhagens de murino, a linhagem wild type mostra expressao maior
do gene em relac@o as linhagens alteradas, esse dado vem corroborar com os ensaios feitos em

células de pacientes e controles que mostram a expressao diminuida nos pacientes com LMC.
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Figura 57. Analise da expressio do gene TOB1 em linhagens celulares de murino.
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Adesao de granuldcitos de controles e individuos com LMC

Como foram encontradas alteracdes em vdrios genes que regulam a adesdo celular foi
feito um estudo superficial da adesdo dos granuldcitosde controles e pacientes. Apesar de
preliminares, os resultados obtidos indicam uma diminui¢do nas propriedades adesivas de

granuldcitos de pacientes com LMC.
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Figura 58: Adesido de granulécitos (5X106 cls/mL) a fibronectina (20ug/mL) por 3 minutos, sob
forca de cisalhamento de 0,5 d/cm2 e 37° C de individuos controle e individuos com LMC. O
niimero de células aderidas foi determinado num campo de visdo de 1600 X 1200 pm> Teste ¢
student, foi considerado valor significativo p<0.05.

Quando a andlise foi feita levando em consideracdo as diferentes fases da doencga foi

possivel notar que ha diminui¢ao significativa na adesao dessas células.
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Figura 59. Adesdo de granulécitos (5X10° cls/mL) a fibronectina (20pg/mL) por 3 minutos, sob forca
de cisalhamento de 0,5 d/cm* e 37° C de individuos em tratamento com inibidores de tirosina

quinase. O niimero de células aderidas foi determinado em um campo de visdo de 1600 X 1200 pm”.

Essa alteracdo nas propriedades adesivas dos granuldcitos em pacientes com LMC pode
estar diretamente ligada a liberacdo de células jovens pela matriz da medula dssea, entretanto os

resultados aqui apresentados s@o preliminares.

Discussao

Em conjunto com os dados descritos no capitulo anterior, os resultados aqui apresentados
mostraram um aumento significativo na expressao do gene SEPT5 em todos os tipos celulares
analisados em pacientes com LMC. O mesmo padrao foi observado nas linhagens BaF3 de
murino, igualmente em células que possuem a t(9;22) e estdo relacionadas com a fase blastica da
doenca[K562, KU812, NALM]. Em relacdo a expressao do gene TOBI os resultados mostram
diminui¢do em todos os tipos celulares analisados em pacientes com LMC e linhagens BaF3
(BCR-ABL/p210 e T315I). Assim, genes até entdo desconhecidos na LMC poderiam atuar sobre
diferentes processos celulares e vias de sinaliza¢des modificadas pelo BCR-ABL.

Embora o mecanismo oncogénico exato da proteina BCR-ABL seja desconhecido,

estudos in vitro e em modelos animais mostraram que a atividade da proteina tirosina quinase por
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si s6 € suficiente para causar o desenvolvimento da LMC. Esse processo se da pela ativacdo de
multiplas vias de transducdo de sinais que levam, entre outras, alteracdes na proliferacdo celular e
reducdo da aderéncia de células leucémicas ao estroma da medula dssea (Savage and Antman
2002; Goldman and Melo 2003).

A fusdo das proteinas ABL e BCR forma uma oncoproteina que ativa diversas vias de
sinalizacdo como Myc, Ras, MAPK/ERK, NFKB, PI3K dentre outras. Muitas dessas proteinas
agem sinalizando e interagindo com a BCR/ABL e os dominios funcionais SH1, SH2 e GRB2,
modificando e fosforilando as proteinas relacionadas. Ou seja, o BCR/ABL pode regular de
diferentes maneiras as vias de sinalizacdo relacionadas, constituindo um fator importante no
desenvolvimento e na modificacdo do curso da doenca devido as alteracdes na cascata de
sinalizagdo, proliferacio e transformacdo da LMC para as fases acelerada e crise
blastica(Inokuchi 2006).

O TOBI e SEPT5 poderiam ser ativados por diferentes vias, ou mesmo a ativagao indireta,
da via das septinas ou dos ERBB’s, poderia desencadear a alteracdo dessas expressdoes. Uma
possibilidade de ativagdo € por meio da via Ras, descrita dentre as vias ativadas pelo oncogene
BCR/ABL capaz de ativar vias como SHC (Src homology 2 domain containing) e GRB2 (growth
factor receptor-bound protein 2) que por sua vez sdo capazes de ativar a via Ras, que estd
relacionada a sinalizacio de uma cascata de vias que desencadeiam a proliferacio e
transformacdo celular. A ativac@o de Ras € capaz de ativar Rho (ras homolog gene family), que é
um membro da superfamilia Ras de pequenas proteinas de ligacdo GTP, que possuem um papel
central em diversos processos bioldgicos tais como transcricdo de genes, transformacao
oncogénica e progressdo do ciclo celular.(Deininger, Goldman et al. 2000)

Outra via que também pode desencadear a ativacdo de TOB1 e SEPT5 € a via que se inicia
com o gene ERBB3 (v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3), que codifica
um membro da familia dos receptores de fatores de crescimento de epiderme dos receptores
tirosina quinase, atuando na transmissdo de sinais extracelulares para o citoplasma. Ja foram
descritas vias independentes do BCR/ABL que podem estar relacionadas ao desenvolvimento e

progressao da doenca, como o caso do ERBB3.

153



Proteinas de

citoesqueleto

Figura 60: Representacio esquematica das vias de sinalizaciopor BCR-ABL. Possiveis caminhos

para TOBI e SEPT5. Adaptado de Deininger et al., 2000 e Kharas e Fruman, 2005.

J4 a inibicdo da apoptose € resultante da ativacdo de PI3K e Ras com inducdo de AKT
para MYC e BCL2 (Inokuchi 2006). A protecdo contra a morte celular programada € mediada em
parte pelo aumento da expressdo da STAT-5 e consequentemente da molécula anti apoptética
BCL além da fosforilagdo e inativagdo da molécula pro apoptotica BAD pela AKT (Druker
2008).

A alteracdo da atividade de apoptose e avaliacdo do ciclo celular sdo efeitos a serem
avaliados quando se inibe um gene. Entre os efeitos do silenciamento de TOB/! est4 a diminuicao
da taxa apoptotica. Uma das importantes vias relacionadas a isto é a via PI3K/AKkt, sua atuacdo
mais estabelecida nas células BCR-ABL" € a proliferagdo celular e regulagdo de moléculas pro
apoptoticas BAD (Deininger, Goldman et al. 2000; Baran and Saydam 2012). PI3K/Akt tem sido
descrita como um dos mecanismos de sinalizacdo essenciais em leucemogenesis do ABL, sendo
os seus efetores responsdveis pela propagacdo de sinais que promovem a transformacao mieldide

e linfoide (Banerjee Mustafi, Chakraborty et al. 2010). No entanto, ndo é provavel que essa
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funcdo por si s6 que seja suficiente para explicar a ativacdo frequente de Akt em céanceres
humanos. Existem evidéncias de que Akt participe da proliferacdo, na transi¢cdo normal da fase
G para fase S do ciclo celular e na transformacdo oncogénica, independentemente da sua funcio
anti-apoptoética (Skeen, Bhaskar et al. 2006).

Foram encontradas alteragdes no que diz respeito ao ciclo celular apds a inibicdo dos
genes em estudo, e também podem ser citados os resultados referentes as caspases, que tiveram
suas atividades diminuidas quando o gene TOBI foi inibido. Esse evento pode estar intimamente
ligado ao fato de o gene ser um supressor tumoral que interage com receptores de tirosina quinase
e atua na mesma via que a MAPK1 (Jiao, Sun et al. 2012). Esta proteina estd envolvida na
iniciacdo e regulacdo da mitose, meiose e fun¢des pds mitdticas além de diferenciagdo celular e
exerce um papel central na ligagdo de receptores de superficie celular levando a alteragdes
transcricionais. A desfosforilacdo de MAPK1 € responsdvel pela determinacdo da magnitude e
duracdo da ativacdo das proteinas quinases, entdo quando ocorre alteracdo nessa via o resultado é
o aumento da sinalizacdo, consequentemente hd o aumento da atividade das proteinas quinases
(Geest and Coffer 2009).

Assim, a alteracdo da expressdo do gene TOBI e SEPT5 parece ser devido a ativagdo de
vias por diferentes fatores, incluindo vias relacionadas a prépria ativacao do oncogene BCR/ABL
e vias independentes que podem estar ligadas a progressdo da doenca. Em conjunto, esses
resultados indicam que a inibi¢cdo de TOBI resulta no aumento da proliferacdo e clonogenicidade,
diminui¢do da apoptose e alteragdo do ciclo celular, possivelmente através da ativacdo da
fosforilagdo de algumas vias como Akt, P70S6K e ERKI1/2. Pode-se sugerir que o actimulo
significativo de células na fase S, seguido por uma diminuicdo de células na fase G2 do ciclo
celular seja devido a inibicdo de outras vias, como por exemplo, a P70S6K ¢ MAPKI, que
regulam varios processos celulares, incluindo sintese protéica e alteracdo da fase G; para a fase S
do ciclo celular(de Groot, Ballou et al. 1994; Ferrari and Thomas 1994).

Nesse contexto, o silenciamento génico chama atengdo para as possibilidades de controle
molecular da proliferacdo celular, apoptose, ciclo celular e clonogenicidade em células BCR-ABL
positivas visando outras proteinas, além da BCR-ABL, como alvo. Sendo esta, uma estratégia
necessaria em casos de LMC resistentes ao tratamento com inibidores de tirosina quinase ou em

progressao da doenca.
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E interessante ressaltar as implicagdes da alteracio da adesdo celular encontrada em
granuldcitos de pacientes com LMC. Os dados demonstraram a diminuicio da adesdo celular em
granulécitos de LMC, com uma tendéncia de diminui¢d@o nas fases acelerada e crise bléstica. Essa
alteracdo nas propriedades adesivas dos granulécitos em pacientes com LMC pode estar
relacionada a liberagdo de células jovens pela matriz da medula 6ssea. Possivelmente os
inibidores de tirosina quinase disponiveis para tratamento dessa doenga interagem com as
moléculas adesivas desencadeando mecanismos que permitam que esse tipo celular mantenha sua
capacidade adesiva semelhante a normal.

Em estado normal o recrutamento de leucdcitos na circulacdo € iniciado por sua captura e,
em seguida, rolamento ao longo das vénulas pés-capilares nos leitos vasculares periféricos. Isso é
mediado primeiramente pelas selectinas, que intermediam interacdes de leucdcitos com o
endotélio (Issekutz 1998; Hidalgo, Peired et al. 2007). A L-selectina € expressa na ponta das
microvilosidades dos leucdcitos e estd envolvida na adesdo de leucdcitos ao endotélio in vivo e in
vitro (Tarrant and Patel 2006; Hidalgo, Peired et al. 2007; Ley, Ekman et al. 2007), se levadas em
consideragdo as alteragdes que ocorrem na LMC podem ser observadas alteracOes celulares, e
com isso as alteragdes de expressdo de moléculas como as interleucinas e integrinas,
mimetizando um estado de inflamacdo intravascular que dificulta a adesdo das células.

Ap6s o rolamento inicial dos leucdcitos, as quimiocinas, secretadas por células dos
tecidos e imobilizadas na superficie endotelial, ativam moléculas da familia das integrinas nas
células circulantes, levando a uma adesdo firme dos leucdcitos com o intuito de resistir ao
descolamento provocado pelo fluxo sanguineo (Alon and Feigelson 2002; Long, Mitchell et al.
2004). O aumento do nimero de células jovens na corrente sanguinea devido a liberacdo dessas
c€lulas pela medula dssea tem grande importancia na progressio da LMC, e ao voltar nos
resultados do capitulo I observa-se que uma das vias que estdo fazendo a regulacdo génica na
biblioteca de individuos controle € a via da 1L-4. Estudos mostram que as citocinas e quimiocinas
como IL-4, IL-8, GM-CSF e TNF-a podem aumentar a afinidade das integrinas na superficie dos
neutréfilos, aumentando as suas propriedades adesivas (Hynes 2002; Assis, Conran et al. 2005;
Lefort, Hyun et al. 2009; Miguel, Dominical et al. em submissdao) em contrapartida, na LMC em
fases avancadas a producdo aumentada de células leva a consequente alteracdo dessas

substancias.
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Em conclusdo, o presente estudo apresenta a primeira descri¢do da participacdo direta do
supressor de tumor TOB1 e do gene SEPTS5 na regulacdo das vias metabdlicas da LMC. Isso pode
representar novas vias celulares de ativacdo e controle do BCR-ABL. Também foi apresentado

aqui o gene TOB1 como um possivel alvo terapéutico ou marcador de prognéstico na LMC.
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6. Conclusdao
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Apresentou-se nesta tese um estudo de alguns genes, expressos de maneira diferente entre
individuos com LMC e controles, na tentativa de explicar a auséncia do efeito esperado dos
inibidores de tirosina quinase e a progressdo da doenga. As escuras, partindo-se de uma técnica
pouco utilizada na literatura e vdrios questionamentos sobre a doenga, um conjunto de genes
anteriormente destacados na literatura foi estudado. Ao tecer uma colcha de métodos de biologia
molecular e celular, o trabalho promoveu uma investigagdo em busca da diferenca de atuacao de
tais genes em relacdo aos controles.

O ponto mais relevante dessa tese € a busca por um novo marcador progndstico nessa
doenca tdo complexa e com tantos mecanismos a serem explorados. Alguns desses genes foram
pela primeira vez associados a LMC, o que mostra o potencial desse conjunto de métodos e
andlises em gerar resultados proficuos.

Das anélises apresentadas, pode-se concluir que :

1. Ao fazer o estudo da expressdo génica diferencial foram encontrados varios genes com
expressdao diferente em pacientes com LMC e controles sauddveis. Foi observada a
presenca de genes regulando de formas diferentes as vias de sinalizacdo em células
sauddveis e células de LMC.

2. Alguns genes encontrados no estudo da expressdo génica diferencial foram pela primeira
vez associados a LMC.

3. Dentre os genes encontrados na SSH alguns pareciam promissores. Entre eles, o TOBI foi
avaliado em um numero grande de pacientes e relacionado com a resposta ao uso de
inibidores de tirosina quinase.

4. O silenciamento de TOBI interfere na proliferacdo celular, clonogenicidade, apoptose,
ciclo celular e expressdo de proteinas importantes da cascata de sinalizacdo, o que salienta
sua importancia em células BCR-ABI positivas.

5. O gene SEPT5 ao ser silenciado leva a algumas alteragdes como a apoptose e ciclo
celular. Porém, esse gene que parecia interessante para essa doenca, ndo atendeu as
expectativas em sua correlacdo com a LMC.

6. Na Medula 6ssea, nos leucdcitos totais € nas células mononucleares os genes estudados
seguem com o mesmo perfil de expressdo do encontrado em granuldcitos. Portanto,
independente da maturidade, composi¢cao ou fungdo celular a expressao do gene segue o

mesmo padrio.
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7. Em linhagens celulares o perfil de expressdo dos genes € diferente em linhagens linféides
e mieldides.

8. A alteracdo nas propriedades adesivas dos granuldcitos em pacientes com LMC pode
estar relacionada a liberacdo de células jovens pela matriz da medula éssea, existindo uma

tendéncia a diminui¢do da adesdo em fases avangadas da doenca.

A tessitura dos resultados permite que sejam tracadas algumas inferéncias e hipdteses
sobre a intimidade do gene TOBI e a LMC, entretanto, uma andlise mais detalhada é necessaria,
sendo importante os estudos in vivo.

Por fim, destaca-se a importincia de se promover essa investigacdo na busca de
tratamentos alternativos para pacientes que tem progessdo de doenca ou ndo respondem aos
tratamentos disponiveis no atual estado da arte, esse ponto € de extrema relevancia, por

vislumbrar o aumento da sobrevida e qualidade de vida desses doentes.
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Anexo | - APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA FCM/UNICAMP
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CEP, 04/12/09.
(Grupo 1)

PARECER CEP: N° 894/2009 (Este n” deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0690.0.146.000-09

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ANALISE FUNCIONAL DOS GENES SEPTS, TOBI E PAN3 EM
CULTURA DE LINHAGENS CELULARES BaF3, BaF3T3151 E LINHAGEM
GRANULOCITICA DE PACIENTES PORTADORES DE LEUCEMIA MIELOIDE
CRONICA™. )

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Cintia do Couto Mascarenhas.

INSTITUICAO: Hemocenmro/UNIC AMP

APRESENTACAOQ AQ CEP: 01/10/2009

APRESENTAR RELAT(}R]D EM: 04/12/10 (O formulirio encontra-se no sife acima)

Il - OBRJIETIVOS

Explorar a expressiio dos genes SEPTS. TOBI e PAN3 (que. em granulocitos derivados de
células progenitoras CD34+, apresentam expressio alterada em pacientes portadores de Leucemia
Mieldide Cronica) com a expressiio desses mesmos genes em linhagens de células BaF3 (células
progenitoras da medula dssea ‘doentes’, isto €, portadoras do mesmo cromossomo ‘Philadelphia’,
associado a LMC), cultivadas in vitro através do estimulo com 1L-3. Serd também explorado a expressio
desses mesmos genes em células BaF3T3151, também cultivadas in vitro, mas cujo gene ‘Philadelphia’ ¢
portador de uma mutagdio especifica cuja expressfio induz ao desenvolvimento de uma forma de LMC
mais grave, que ¢ insensivel aos inibidores de tirosina quinase usados no controle dessa doenga.

111 - SUMARIO

Tese de Doutoramento. A Leucemia Mieldide Créonica (LMC) ¢ uma forma de leucemia que
envolve o surgimento de um cromossomo 'anormal’ denominado 'eromossome Philadelphia’, formado
pela translocagio reciproca de parte do conteddo do cromossomo 9 com o cromossomo 22, ¢ que pela
fusdio do gene 'ABL’ do eromossomo 9 como o gene "BCR' do cromossomo 22 resulta no gene hibrido
‘BCR-ABL'. A expressiio desse gene hibrido se encontra relacionada a uma proteina com uma alta
atividade tirosina quinase, que ¢ um estimulador celular associado a manifestagiio dessa doenga. Apesar
do controle da LMC se dar através de drogas inibidoras de tirosina quinase, esse controle ¢ tio mais
problemitico a medida que haja mutagdes no gene hibrido que pioram a resposta as drogas inibidoras de
tirosina quinase. Em particular, a mutagio T3151 nesse gene ¢ uma mutaglio que torna essa forma de
leucemia nic-responsiva as drogas inibidoras de tirosina quinase. O trabalho envolve a comparagio da
expressio de alguns genes cuja expressio alterada foi recentemente constatada em pacientes com LMC
(SEPTS, TOB1 ¢ PAN3) com a expressio desses mesmos genes em linhagens de células imaturas BaF3,
portadoras do mesmo ‘cromossomo Philadelphia’, mas que por sua vez sfio cultivadas in vitro. Deveri ser
investigado também a expressfio desses genes em linhagens de células BaF3 portadoras da mutagio
T3151, também cultivadas ir vitro.

Comitd de Etics em Pesguisa - USNHCAME
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1V - COMENTARIOS DOS RELATORES

Apods respostas ds pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo com a
Resolugiio CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

V-PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés acatar os
pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso ¢ atendendo todos os
dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem resirighes o Protocolo de
Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre ¢ Esclarecido, assim como todos os
anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O conteido ¢ as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndio representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas nem a
comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento
em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma ¢ sem prejuizo ao seu cuidado (Res, CNS 196/96
— Item IV.1.F) e deve receber uma copia do Terme de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por
ele assinado (Item 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocole aprovade e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res.
CNS Item II1.1.2), exceto quando perceber risco ou dano nfio previsto ao sujeito participante ou quando
constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas
frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagiio ao
CEP e 4 Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria — ANVISA — junto com seu posicionamento,

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara
e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projeto do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las
também & mesma junio com o parecer aprovatdrio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.
251/97, Item 111.2.¢)

Relatorios parciais ¢ final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos estabelecidos
na Resolugiio CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO

Homologado na X Reunidio Ordindria do CEP/FCM, em 27 de outubro de 2009,

Profa. Dd%en Silvia Bertuzzo
VICE PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM/UNICAMP
Comitd de f:ligl om Pesguisa - UNICAMP
Hua: Tessdlia Vielra de Camargn, 126 FOME (0019) 3521-5936
Cuiva Pastal 6111 FAX (019) 3521-T187
13083-887 Campinas - 5P cepi fem.unicamp,br
B
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Anexo Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

. uw

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Rezolucio CNS 196/96; 340/04; 347/05)

Pesquisa: ANATISE FUNCIONAL DOS GENES SEPTS, TOBI « PANS EM CULTURA DE
LINHAGENS CELULARES BaF3, BaF3™'" E LINHAGEM GRANULOCITICA DE PACIENTES
PORTADORES DE LEUCEMIA MIELOIDE CROMICA

Pesquisadores: Cintia do Couto Mascarenhas, Dira. Kaha Borma Barbosa Pagnano, Prof Dr. Carmina
Antémio de Souza

Local: HEMOCENTRO / FCM - UNICAMP

A finalidade deste projeto & frazer informagdes para o paciente sobre o estudo “Analize
Funcional Doz Genes SEPTS, TOBI E P4N? Em Cultura De Linhagens Celulare: Baf3, Baf3"" E
Linhagem Granulocitica De Pacientes Portadores De Leucemin Aleldide Créniea.” Os pesqusadores
responsavels pelo estudo responderdo a qualsquer pergumtas que o paciente possa ter sobre este termo e
sobre o estudo.

Sabe-se que a producio e amadurecimento das células sanouineas brancas. os leucdcitos,
dependem de vares fatores controlados por diferentes genes e amda possuem vanades mecanismos
responsaveis por atuarem na producio normal ou defeituosa dessas células. Quando em estado de
desordem  estes mecanismos podem desemvolver doengas tais come as leucemias. O presente
projeto pretende, portanto, estudar trés genes (SEPT3, TOBI E PAN) que podem estar envolvidos na
proliferacio das células sanguineas brancas e esmdar como eles se comportam em pacientes
portadores de lewcemia mieléide erémica e individuocs controle. Para isse, serfo feitas culturas de
células especificas afravés da coleta de sangue perifénco dos deadores, onde sera analisada a
expressio pénica destes genes durante diferentes dias da cultura de células.

Para participar. caso vocé gueira, deverd doar 2 frascos (4 colheres de sopa cada) de sangue
Essa coleta sera feita por um profissional freinado e, no maximo, poderd ficar uma pequena mancha
ToXa e a Iegido podera ficar um pouco dolorida. Além disso. serdo levantados almums dados de sen
prontuanio médico. O matenal desse esmado, caso vocé permita, serd armazenado no Hemocentra /
Unicamp & somente serd utilizado para outros estudos apos nova consulta ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEF).

Vocé tera direito a privacidade e tods informacio gque for obfida em relacio a este estudo
permanecera em sigile. Os remltados deste projeto poderdio ser apresentados em congresse ou em
publicagdes, porém. sua 1dentidade nio sera divilzada nessas apresentagdes.

A participagio neste esmude € voluntinia e vocé pode recusar-se a participar ou podera
inferromper sua participacio a qualquer momento sem prejuizes. mclusive refirande o material
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biologico. Além disso, vocé tera direito a qualgquer esclarecimento sobre o estudo mesme durante o sen
decorrer, basta ligar para o telefone de um dos pesquizadores.

En, ;
declaro ter recebido fodas as mmformacdes relativas ao estudo “Anslize Funcional Des Genes SEPTS,
TOBEI E PAN? Em Cultura De Linhagen: Celulare: Baf3, Baf3®'™ E Linhagem Granulocitica De

Pacientes Portadore: De Leucemia Mieloide Cronica™ Além disso en concordo em participar do estudo

e autonizo a coleta de amostras de sangue penfénco que serdo nhihradas nesse esmdo.

Chitros pontos importantes foram enfatizados:

1. Ampla hberdade de recusar-me a paricipar do estudo ou rebrar meu consenfimento ou amostra
biclogica em qualquer fase deste. sem penalizacio ou prejuizo.

2. (Garanfia de esclarecimentos sobre o estudo, mesmo durante o sen decorTer.

3. Garantia de simlo que assegure a munha privacidade quanto aos dados confidencials envolvidos no
estudo, quandoe da sua divulgago ou publicacio clentificas.

4. Quaisquer reclamagdes quanto ao andamento do projeto ou dos pesquisadores, posso contatar o CEP
da FCM / UNICAMP.

Portante, concorde em participar do estodo autonzando a equpe responsavel a manmipulagio das
amosiras biologicas e dos dados e a0 ammazenamento do matenal biologico. As amostras s0 serdo
utilizadas em estudos fituros depois de submetidos ao CEP & a0 CONEPR.
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Conzentimento para participaciio ne estuda:

Velintino ou Besponsavel Legal

Pasquisador responsavel

Pesquizador Onentador

Auterizacio para armazenamento de material bislogico:

C Sim RV

Conzulta de guesties éticas

Pesquizador: Cimtia do Couto Mascarenhas
Enderego: Rua Carlos Chagas, 480
Hemocentre / FCM / Untcamp

13083-970 - Campinas - 5P

Telefone: (19} 3521-8758

Pesquisador: Katia Borgma Barbosa Pagnano
Enderego: Rua Carlos Chagas, 480
Hemocentro / FCM / Untcamp

13083-970 - Campinas - SP

Telefone: (19} 3521-875%

Pesquuizador: Carmmeo Antomio de Souza
Enderego: Rua Carlos Chagas, 480
Hemocentro / FCM / Untcamp
13083-970 - Campinas - 5P

Telefone: {197 3521-8740

178



